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La presente tesis se enmarca dentro del estudio de la lesión por isquemia-reperfusión 
(I/R), y sus efectos sobre la regeneración, en hígados esteatósicos y no esteatósicos. 
Uno de los principales riesgos en la cirugía hepática es la hemorragia que se produce 
durante las resecciones hepáticas. Para reducir este riesgo se realiza una oclusión 
vascular del flujo sanguíneo que entra en el hígado (isquemia). Si bien esto reduce el 
sangrado durante la cirugía, hay que tener presente las lesiones provocadas por la 
interrupción del flujo sanguíneo. Esta lesión hepática por isquemia, se agrava al 
restablecer el flujo sanguíneo (reperfusión). La esteatosis es la acumulación de 
cantidades excesivas de triglicéridos y otras grasas en las células hepáticas. Esta 
acumulación de grasa hepática es un factor de riesgo importante en la cirugía hepática, y 
se asocia con un mayor índice de complicaciones y mayor mortalidad postoperatoria. Se 
estima que más del 20% de pacientes programados para resección hepática presentan 
algún grado de esteatosis y, por lo tanto, es evidente la necesidad de desarrollar 
estrategias  para minimizar los efectos adversos de la lesión por I/R en los hígados 
esteatósicos. En los últimos años, las investigaciones se han centrado en las 
adipocitoquinas como potenciales dianas terapéuticas en distintas patologías 
relacionadas con la obesidad y el síndrome metabólico; y en distintos antioxidantes para 
disminuir los daños por I/R hepática. 
 
En la presente tesis se investigan el papel del RBP4 - adipocitoquina principalmente 
sintetizada en el hígado - y del retinol - potente antioxidante - en la lesión hepática por 
I/R y en el fallo en la regeneración asociada a la hepatectomía parcial en hígados 
esteatósicos y no esteatósicos. 
 
La memoria consta de 6 capítulos, la bibliografía y un anexo. En la introducción se 
recopilan los antecedentes  sobre resección hepática, lesión por I/R, las estrategias que 
se han establecido hasta el momento para reducir esta lesión y aumentar la regeneración, 
y las características de los hígados esteatósicos. El papel del RBP4 y del retinol, así 
como sus mecanismos de acción se discutirán también en esta sección. En el capítulo 2 
se describen los objetivos de la presente tesis. En el capítulo 3 se detalla el diseño 
experimental y los materiales y métodos utilizados. En el capítulo 4 se describen los 
resultados obtenidos; y en el capítulo 5 se discuten tales resultados. El último capítulo 
consiste en las conclusiones obtenidas a partir de los resultados de la presente tesis. La 
memoria finaliza con una lista exhaustiva de referencias que nos han permitido 
establecer las hipótesis de partida y complementan la información aportada; y un anexo 
donde se recogen los artículos principales que han dado lugar a esta tesis doctoral y la 
lista de artículos complementarios obtenidos en relación con los experimentos 
desarrollados en estos últimos años. 
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ACE: Enzima conversora de la angiotensina 
AP-1: proteína activadore 1  
ATP: Trifosfato de adenosine 
CE: células endoteliales  
CINC: quimioatrayente de neutrófilos inducido por citoquinas 1  
CitC: Citocromo C 
CK: células de Kupffer  
cNOS: NOS constitutiva  
ENA-78: proteína activadora de neutrófilos derivada del epitelio 78 
EGF: factor de crecimiento epidérmico  
ET: endotelinas  
GM-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos 
GSH: glutatión 
GSHPx: glutation peroxidasa 
12-HETE: ácido 12-hidroxieicosatratraenoico 
HIF-1: factor inducible por hipoxia-1  
HMGB1: factor nuclear proteína de alta movilidad del grupo B1 
H2O2: peróxido de hidrógeno 
HO·: radical hidroxilo 
HO-1: hemo oxigenasa-1 
HSF: factor de transcripción de choque térmico  
I/R: isquemia-reperfusión 
ICAM-1: molécula de adhesión celular intercelular 1 
INF-β: interferón beta 
iNOS: NOS inducible 
IFN-γ: interferón gamma 
IGF-1: factor de crecimiento similar a la insulina 1 
IL-1ra: antagonista del receptor de la IL-1 
IL-1: Interleuquina 1 
IL-6: Interleuquina 6 
IL-8: Interleuquina 8 
IL-10: Interleuquina 10 
IL-12: Interleuquina 12 





IL-18: Interleuquina 18  
JNK: quinasa c-Jun N-terminal  
KC: Quimioquina derivada de queratinocitos 
LTB4: Leucotrieno B4  
LRAT: lecitin:retinol acetiltransferasa 
MAPK: Proteínas quinasas activadas por mitógenos 
MCP: proteína quimiotáctica de monocitos  
MCD: deficiente en metionina y colina  
MIP: proteína inflamatoria de macrófagos  
NAFLD: enfermedad del hígado graso no alcohólico 
NASH: esteatohepatítis no alcohólica 
NFκB: factor nuclear kappa B  
NO: óxido nítrico 
NOS: NO-sintasas 
O2-: anión superóxido 
OONO-·: peroxinitrito 
p38 MAPK: Proteína quinasa activada por mitógeno p38 proteína quinasa activada por 
PC: precondicionamiento isquémico 
PAF: factor activador de plaquetas  
PPAR-α: receptor activador de la proliferación de peroxisomas alfa  
PPAR-γ: receptor activador de la proliferación de peroxisomas gamma 
PUFA: ácidos grasos n-3 poliinsaturados 
RBP4: Proteína transportadora de retinol tipo 4 
RLO: radicales libres de oxígenos 
SAPK: proteínas quinasa activadas  
STAT3: transductor de señal y activador de la transcripción 3  
STAT6: transductor de señal y activador de la transcripción 6  
SLPI: inhibidor de proteasas secretado por leucocitos  
SOD: superóxido dismutasa  
TNF-α: factor de necrosis tumoral alfa  
TNF-β: factor de necrosis tumoral beta 
UCP-2: proteína desacoplante-2 mitocondrial 
UW: Universidad de Wisconsin  







































1.1.- El hígado 
 
1.1.1.- Generalidades 
El hígado es un órgano glandular, accesorio del aparato gastrointestinal, al que se 
adjudica múltiples funciones metabólicas de vital importancia (Tabla 1). En adulto, 
representa del 2 al 5% del peso corporal y se localiza en el lado superior derecho de la 
cavidad abdominal, por debajo del diafragma. Además del papel del hígado en la 
detoxificación de productos de desecho del metabolismo, también actúa regulando el 
metabolismo energético al procesar los nutrientes que provienen de la digestión a fin de 
distribuirlos al resto de los tejidos. Otras funciones importantes del hígado son: la 
síntesis y secreción de bilis; la síntesis de proteínas, lipoproteínas plasmáticas y factores 
de coagulación; la detoxificación de fármacos y toxinas; y además, funciones 
metabólicas como son la síntesis de glucógeno, la gluconeogénesis y también el 
almacenamiento de glucógeno y de algunas vitaminas y lípidos (Fawcett D.W., 1997; 
Boyer T.D., y cols. 2003; Sherlok S., y cols. 2002). 
 
Funciones principales del hígado 
Metabolismo de carbohidratos: 
Captación de glucosa 
Síntesis y almacenamiento de glucógeno 
Gluconeogénesis y glucogenólisis 
Metabolismo lipídico: 
Oxidación de ácidos grasos 
Síntesis de lipoproteínas, colesterol, triglicéridos y fosfolípidos 
Cetogénesis 
Metabolismo proteico: 
Degradación de aminoácidos 
Síntesis de proteínas, ácidos nucleicos y urea 
Metabolismo del grupo hemo: 
Síntesis del grupo hemo y de porfibrinógenos 
Formación y secreción de bilis 
Inactivación de diversas substancias como tóxicos esteroides y otras hormonas 
Síntesis de proteínas plasmáticas: 
Albúmina y proteínas de fase aguda 
Inmunidad: 
A través de las células de Kupffer 




A nivel microscópico el hígado está organizado anatómicamente en unidades 
funcionales llamadas lóbulos. Los cuatro lóbulos, de distintos tamaños, están separados 
mediante una serie de tabiques de tejido conjuntivo (Figura 1). 
 
- El lóbulo derecho, situado a la derecha del ligamento falciforme. 
- El lóbulo izquierdo, situado a la izquierda del ligamento falciforme y extendido 
sobre el estómago. 
- El lóbulo cuadrado, visible solamente en la cara inferior del hígado; se encuentra 
limitado por el surco umbilical a la izquierda, el lecho vesicular a la derecha y el 
hilio del hígado por detrás. 
- El lóbulo de Spiegel o lóbulo caudato, situado entre el borde posterior del hilio 
hepático por delante y la vena cava por detrás. 
 
 
Figura 1. Esquema de los lóbulos hepáticos 
 
Los lóbulos están formados por una estructura más o menos hexagonal de grupos de 
células epiteliales y hepatocitos, organizada alrededor de una vena central que 
desemboca en la vena hepática y a partir de la cual irradian columnas de hepatocitos 
distribuidos en forma de cordones. En los ángulos de estas zonas poligonales hay una 
pequeña área triangular formada por tejido conjuntivo que contiene un conducto biliar, 
una rama de la arteria hepática y una rama de la vena porta. Este complejo se denomina 
triada portal. Las ramas laterales de estos vasos confluyen en los sinusoides hepáticos, 
que ocupan los espacios que quedan entre los cordones de hepatocitos y drenan en la 
vena central. (Figura 2). Por lo tanto, las células hepáticas están expuestas a un gran 





continuamente hacia una red de canalículos biliares situados en el interior de los 
cordones de hepatocitos y fluye hacia los conductos biliares situados en las triadas 
portales lípidos (Fawcett D.W., 1997; Byer T.D., y cols. 2003). 
 
 
Figura 2. Estructura histológica del hígado 
 
Se considera que el acino hepático es la unidad estructural y funcional básica del 
hepatocito (Figura 3). El acino hepático consiste en un área romboidal de hepatocitos 
cuyo centro es una tríada portal y los extremos son dos venas centrales (Fawcett D.W., 
1997; Byer T.D., y cols. 2003; Sherlok S., y cols. 2002). A medida que la sangre arterial 
se acerca más a las venas centrales disminuye su calidad nutritiva, por lo que se 
distinguen tres zonas en cada acino: 
 
- Zona 1, linda con el centro del acino y es la primera en recibir oxígeno. 
- Zona 2, se encuentra en el medio. 
- Zona 3, al lado de la vena centrolobular, donde hay mayor proporción de CO2 y 





Figura 3. Estructura del lobulillo hepático 
 
A diferencia de cualquier otro órgano, el hígado recibe sangre de dos vías diferentes 
(Figura 4): 
 
- La vena porta (aproximadamente el 75% del aporte sanguíneo del hígado), que 
transporta la sangre proveniente del intestino, páncreas y bazo con un bajo 
contenido en oxígeno y rica en substancias absorbidas por el intestino, hormonas 
y otros elementos que se producen en el intestino, bazo y en el páncreas. 
- La arteria hepática, que transporta la sangre rica en oxígeno procedente del 
corazón. 
 
Tanto la sangre proveniente de la vena porta como de la arteria hepática alcanzará los 
sinusoides hepáticos, donde tiene lugar el intercambio entre la sangre y los hepatocitos. 
Los sinusoides hepáticos tienen una anchura superior a la de los capilares sanguíneos, y 
aunque su pared está formada por células endoteliales, hay zonas que permiten el acceso 
directo del plasma sanguíneo a los hepatocitos. Cada célula de los cordones hepáticos 
dispuestos radialmente está en contacto, al menos por un costado, con la sangre que 
fluye de los sinusoides hacia la vena central del lobulillo hepático, que desemboca en 
las vénulas hepáticas y finalmente en la vena cava inferior justo por debajo del 
diafragma (Fawcett D.W., 1997; Boyer T.D., y cols. 2003; Sherlok S., y cols. 2002). De 





que llega a cada hepatocito es diferente según su distancia de la vena portal, y trae como 
consecuencia una gran heterogeneidad funcional entre los hepatocitos. 
 
 
Figura 4. Irrigación sanguínea del hígado 
 
El hígado se puede dividir siguiendo un criterio funcional; así la vena porta se bifurca 
en dos ramas que dividen el hígado en dos partes, la izquierda y la derecha. Cada mitad 
tiene un aporte sanguíneo independiente, tanto desde la vena porta como desde la arteria 
hepática; de la misma manera, el drenaje biliar también es independiente. Cada una de 
las dos ramas de la vena porta se bifurca en dos, dividiendo el hígado en cuatro sectores, 
que a su vez se dividen en 8 segmentos (Figura 5). Cada segmento tiene su propio 
pedículo vascular y biliar, así como su drenaje venoso. La clasificación de este modo 
facilita la realización de resecciones hepáticas y las técnicas de trasplante parcial 
(Cingolani H.E., y cols. 2000; Ganong W.F., 2001; Pocock G., y cols. 2002; Sherlock 





Figura 5. Esquema de la segmentación hepática del hígado en su cara anterior o diafragmática. 
 
1.1.2.- Células hepáticas 
 
1.1.2.1.- Hepatocitos 
Los hepatocitos son las células del parénquima hepático y representan aproximadamente 
el 90% de la masa hepática total. A nivel metabólico son una de las células más 
complejas y diversas del organismo, y llevan a cabo una gran variedad de funciones, 
entre las que se incluyen: la obtención, almacenamiento y liberación a la circulación 
sanguínea de un gran número de nutrientes (glúcidos, proteínas, lípidos y vitaminas); la 
síntesis de proteínas plasmáticas, lipoproteínas, glucosa, ácidos grasos, colesterol y 
fosfolípidos; la digestión y absorción de las grasas alimenticias a través de la secreción 
de la bilis; y la detoxificación de compuestos endógenos y exógenos tóxicos para el 
organismo (Boyer T.D., y cols. 2003) (Figura 6).  







- La superficie apical o canalicular está especializada en el transporte de sales 
biliares, bilirrubina, colesterol, fosfolípidos, así como xenobióticos en la bilis.  
- El dominio basolateral que está en contacto con la sangre y rodea el espacio de 
Disse. Este dominio de la membrana del hepatocito está formado por numerosas 
microvellosidades que permiten un aumento sustancial de la superficie de 
intercambio. Además, su membrana plasmática contiene muchas proteínas de 
transporte transmembrana.  
 
A causa de la alta tasa metabólica, los hepatocitos tienen un gran número de orgánulos 
citplasmáticos. Entre ellos destaca: 
 
- Retículos endoplasmático, donde se sintetizan proteínas, se realiza el 
metabolismo lipídico, el metabolismo de la glucosa y la degradación del grupo 
hemo. 
- Aparato de Golgi, donde tiene lugar la síntesis de proteínas, la glicosilación de 
proteínas, el reciclaje de receptores y la secreción de bilis. 
- Mitocondrias, donde tiene lugar la fosforilación oxidativa y la síntesis de 
trifosfato de adenosina (ATP) (Sherlok S., y cols. 2002). 
 
1.1.2.2.- Células endoteliales 
Las células endoteliales forman el revestimiento endotelial de los sinusoides hepáticos y 
están separadas de los hepatocitos por el espacio de Disse. Estas células poseen 
características únicas y actúan como barreras entre la corriente de la sangre por un lado 
y los hepatocitos en el otro. Se distinguen de otras células endoteliales ya que entre ellas 
existen poros o fenestraciones de gran tamaño, permitiendo el intercambio de fluidos y 
compuestos macromoleculares entre los sinusoides y el espacio de Disse (Fawcett 
D.W., 1997; Boyer T.D., y cols. 2003; Sherlock S., 2002). Las células endoteliales 
participan activamente en la inflamación, de manera que frente a determinados 
estímulos pueden liberar diversos mediadores como interleuquinas y óxido nítrico (NO) 
(Boyer T.D., y cols. 2003; Peralta C., y cols. 2013) (Figura 6). 
Las células endoteliales también juegan un papel importante en parte de los procesos del 
hígado. Son conocidas por su secreción de citoquínas, tales como el TNF-α y la IL-6 
(Nagano T., y cols. 1992; Knolle P.A., y cols. 1997); y expresan la molécula de 
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adhesión celular intercelular 1 (ICAM-1) y molécula de adhesión celular vascular 1 
(VCAM-1), que son cruciales en la interacción con los leucocitos y los neutrófilos. 
 
1.1.2.3.- Células de Kupffer 
Las células de Kupffer son los macrófagos del hígado y se encuentran localizadas 
principalmente en la pared de los sinusoides hepáticos, emitiendo prolongaciones que se 
extienden hacia la luz de los sinusoides y entre las células endoteliales subyacentes. 
Además de su ubicación estratégica, las células de Kupffer se caracterizan por su alta 
actividad fagocítica, actuando como barrera protectora eliminando diversas sustancias 
potencialemte dañinas para el organismo tales como microorganismos, endotoxinas, 
complejos inmunes, eritrocitos envejecidos o lesionados, células tumorales, lípidos, etc. 
La activación de las células de Kupffer puede estar provocada por diferentes estímulos, 
entre ellos las endotoxinas. Una vez activadas, generan mediadores citotóxicos como 
son citoquinas, radicales libres de oxígeno (RLO) y proteasas (Boyer T.D., y cols. 2003; 
Peralta C., y cols. 2013) (Figura 6). 
 
 
Figura 6. Esquema de la disposición de las células hepáticas. 
 
1.1.2.4.- Células estrelladas 
Las células estrelladas, también conocidas como células de Ito, están localizadas en el 
espacio de Disse, en estrecho contacto con las células endoteliales, y constituyen el 





expresión de dos fenotipos diferentes. Como consecuencia de esta capacidad de 
transformación, las células estrelladas también cambian sus funciones. Las células 
estrelladas sintetizan proteínas de la matriz extracelular (colágenos de distintos tipos), 
son mediadores importantes de procesos de reparación del tejido hepático en diversas 
patologías hepáticas y poseen capacidad para promover y amplificar la respuesta 































1.2.- La resección hepática 
 
Una resección hepática es la extirpación quirúrgica de la totalidad o una parte del 
hígado. También se conoce como hepatectomía, total o parcial.  
La mayoría de hepatectomías parciales se realizan para el tratamiento de neoplasias 
hepáticas, tanto benignas o malignas. Las neoplasias benignas incluyen adenoma 
hepatocelular, hemangioma hepático e hiperplasia. Los tumores nodulares focales 
malignos más comunes (cáncer) del hígado son las metástasis; las derivadas de cáncer 
colorrectal se encuentran entre las más comunes, y más susceptible de resección 
quirúrgica. El tumor maligno primario más común del hígado es el carcinoma 
hepatocelular. La hepatectomía también puede ser el procedimiento de elección para el 
tratamiento de cálculos biliares intrahepáticos o quistes parasitarios del hígado.  
Las resecciones hepáticas completas se realizan en el contexto de un trasplante, donde 
se extrae un hígado enfermo y se implanta otro procedente de donante cadavérico. En la 
mayoría de los trasplantes procedentes de donante cadavérico se trasplanta todo el 
hígado (hepatectomía total). En cambio, los trasplantes de donante vivo solo se puede 
implantar un segmento de tejido hepático (injerto de tamaño reducido), que se adquiere 





















1.3.- La regeneración hepática 
 
Una de las características principales del hígado es su capacidad de regenerarse tras una 
agresión o resección. Esta capacidad regenerativa no deja de sorprender ya que el 
hígado es un órgano quiescente, en términos de proliferación celular (Koniaris L.G., y 
cols. 2003), en el cual solamente menos del 0,01% de los hepatocitos se están 
dividiendo en un momento determinado. Esta regeneración hepática se da mediante una 
proliferación masiva de los hepatocitos supervivientes tras una lesión o resección 
hepática, y cesa cuando la masa del hígado llega a representar una fracción determinada 
del peso del individuo, que varía según la edad y la especie (Koniaris L.G., y cols. 
2003). Por ejemplo, si a un paciente se le extrae el 40% del hígado, este recupera la 
masa perdida a los seis meses. Aunque los hepatocitos son los primeros en proliferar, 
todos los tipos celulares hepáticos se dividen, desde las células epiteliales biliares, las 
células endoteliales, hasta las células de Kupffer (Michalopoulo G.K., y cols. 1997). 
Inmediatamente después del estímulo regenerativo, los hepatocitos salen del estado G0 
para entrar en la fase G1. Luego entran en la fase S, dónde dividen su DNA y entran en 
mitosis (fase M). En las ratas el pico de regeneración se da a las 24 horas, y existe un 
segundo pico menor entre las 36 y las 48 horas (Koniaris L.G., y cols. 2003; 
Michalopoulo G.K., y cols. 1997). Los demás tipos celulares entran en división 24 horas 
después que los hepatocitos. 
 
La regeneración hepática se ha dividido en dos epatas: 
 
1) La salida del hepatocito de la fase quiescente para entrar en el ciclo celular 
(iniciación). 
2) La progresión a través del punto de restricción de la fase G1 del ciclo (progresión). 
 
Se ha propuesto que estas dos etapas tienen un control independiente. En la primera 
etapa, la iniciación, intervendrían las citoquinas (TNF-α y IL-6). En la progresión 
intervendrían los factores de crecimiento [el factor de crecimiento hepatocitario (HGF) 
y el factor de crecimiento transformante β (TGF-β)] (Fausto N. 2000) (Figura 7). 
En la regeneración intervienen diferentes citoquinas y factores de crecimiento de los 
cuales nos centraremos en los de mayor relevancia, como son  la IL-6, el TNF-α, el 
HGF, el TNF-β y la IL-1. Las células no parenquimales del hígado tienen una función 
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importante como fuente de factores de crecimiento e interleuquinas que promueven e 
inhiben la proliferación de los hepatocitos; aunque existen controversias sobre el papel 
individual de cada población. 
 
 
Figura 7. Modelo de regeneración hepática en diferentes etapas 
 
Las células no parenquimales que forman parte de la arquitectura del hígado tienen un 
papel muy importante en la liberación de todas estas moléculas. Las células de Kupffer 
son responsables tanto de la producción y liberación de las citoquinas proliferantes 
TNF-α e IL-6, como de las anti-proliferantes IL-1 y TGF-β (Malik R., y cols. 2002; 
Taub R. 2004). Las células endoteliales de los sinusoides, aunque no son la fuente 
mayoritaria de citoquinas, son capaces de generar TGF-β, HGF e IL-6. Por otro lado, las 
células estrelladas hepáticas sintetizan y liberan HGF y TGF-β (Malik R., y cols. 2002; 
Taub R. 2004).  
 
1.3.1.- HGF 
El HGF, que fue aislado gracias a su habilidad de inducir la síntesis de DNA en cultivos 
de hepatocitos, actúa mediante el receptor c-met tirosina quinasa (Michalopoulo G.K., y 
cols. 1997). Diferentes estudios in vivo  han demostrado sus efectos inductor de la 
regeneración hepática y su aumento plasmático cuando se produce una disminución de 
la masa hepática (Yamada Y., y cols. 1997; Michalopoulo G.K., y cols. 1997). En un 
estudio basado en un modelo experimental de trasplante hepático en rata, la 





(Uchiyama H., y cols. 1999); mientras que en otro estudio, con un modelo experimental 
de regeneración por tetracloruro de carbono, la administración de anticuerpos anti-HGF 
inhibió la regeneración hepática (Burr A.W., y cols. 1998). 
 
1.3.2.- TGF-β 
Como ya se ha comentado anteriormente, el TGF-β es un conocido inhibidor de la 
proliferación de hepatocítica. El TGF-β pertenece a una superfamilia con más de 30 
miembros. Este factor de crecimiento es sintetizado como una pre-pro-molécula que 
requiere varias modificaciones para su activación. Esta pre-pro-molécula está formada 
por dos dímeros: 
 
a) TGF-β madura; dímero que procede del extremo C-terminal. 
b) LAP; dímero que procede del extremo N-terminal, que está asociado a la latencia del 
TGF-β. 
 
Estos dos dímeros interactúan para facilitar el tránsito del TGF-β y asegurando la 
inactividad de este. El LAP se desprende en condiciones de pH extremos, calor y 
proteasas, entre otros (Khalil N., 1999) (Figura 8). 
 
 
Figura 8. Interacción entre el TGF-β y el péptido asociado a la latencia (LAP). 
 
La síntesis del TGF-β empieza a las pocas horas de una hepatectomía, llegando a su 
máxima concentración alrededor de las 48 horas. La administración intravenosa de 
TGF-β inhibe la fase temprana de la regeneración hepática después de una hepatectomía 
en rata (Russell W., y cols. 1988), mientras que el tratamiento con anticuerpos anti- 
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TGF-β de ratas con una hepatectomía parcial da luar a un aumento en la regeneración 
hepática (Enami Y., y cols. 2001). 
 
1.3.3.- Células de Kupffer 
Durante la isquemia fría las células de Kupffer sufren alteraciones, que conllevan a su 
activación cuando se inicia la reperfusión. Esta activación de las células de Kupffer va 
acompañada de una liberación de gran cantidad de mediadores inflamatorios, como 
RLO, TNF-α, proteasas, IL-1, IL-6, entre otros (Lemasters J.J., y cols. 1983). Distintos 
estudios han reportado la implicacón de las células de Kupffer en la lesión por I/R. Se 
ha observado que la administración de galdgadolinium (GdCl3), que es un potente 
inhibidor de la activación de las células de Kupffer, atenúa la lesión hepática por I/R. 
Por otro lado, la administración de partículas de látex, activadoras de la actividad de las 
células de Kupffer, agrava la lesión asociada a este proceso (Klein A.S., y cols. 1996). 
De todas formas, existen controversias sobre el papel de las células de Kupffer en la 
regeneración hepática tras una resección, ya que se ha demostrado que una depleción de 
las células de Kupffer antes de una resección hepática promueve o inhibe la 
regeneración del hígado dependiendo del estudio y del modo de inhibir dichas células 
























1.4.- La lesión por isquemia-reperfusión hepática 
 
1.4.1.- Introducción 
La lesión por isquemia-reperfusión (I/R) afecta negativamente la regeneración hepática. 
Es un proceso complejo que se inicia cuando el hígado se ve privado temporalmente de 
flujo sanguíneo (isquemia) y se agrava al restablecerse el flujo sanguíneo (reperfusión). 
La lesión por I/R fue reconocida como un desorden patológico clínicamente relevante 
por Toledo-Pereyra y cols. en 1975 realizando estudios en trasplante hepático 
experimental (Teoh N.C., y cols. 2003). 
En la práctica clínica tiene lugar la isquemia normotérmica y la isquemia fría, 
dependiendo de la temperatura a la cual está sometido el hígado durante la isquemia 
hepática. Así pues, se habla de isquemia normotérmica cuando el hígado se mantiene a 
37ºC. La lesión por I/R normotérmica es clínicamente relevante en cirugía hepática, 
trasplante hepático, shock hipovolémico, algunos tipos de daño tóxico hepático, 
enfermedad veno-oclusiva y síndrome de Budd-Chiari. Por otro lado, la isquemia fría 
hace referencia a la situación en la cual el hígado es sometido a una temperatura de 4ºC 
cuando se ve privado de aporte sanguíneo. La lesión por I/R fría ocurre durante la 
preservación del hígado antes del trasplante y se aplica intencionalmente para reducir la 
actividad metabólica del injerto mientras él se mantiene en la solución de preservación 
hasta el implante. Los mecanismos y tipos celulares implicados en la lesión por I/R son 
diferentes dependiendo de si la isquemia es fría o caliente. En los años 80 se demostró 
que la I/R fría específicamente causaba daño a las células endoteliales sinusoidales. La 
lesión en las células endoteliales favorece la adhesión leucocitaria y de plaquetas, lo 
cual induce fallos en la microcirculación hepática. En numerosos modelos 
experimentales se ha demostrado que el grado de lesión en las células endoteliales se 
correlaciona con la duración de la isquemia fría. A diferencia de lo que ocurre en 
condiciones de isquemia fría, la I/R normotérmica afecta a todos los tipos celulares 
hepáticos, tales como hepatocitos, células endoteliales, macrófagos, leucocitos 
adherentes y plaquetas (Selzner M., y cols. 2003). 
 
1.4.2.- Relevancia quirúrgica de la I/R 
La hemorragia durante la cirugía del hígado es el riesgo principal durante las 
resecciones hepáticas (Foster J.H., y cols. 1977; Nagao T., y cols. 1987; Nagorney 
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D.M., y cols. 1989; Makuuchi M., y cols.1989; Delva E., y cols. 1989). Para reducir 
este riesgo se utiliza la oclusión vascular del flujo sanguíneo que entra en el hígado, esta 
maniobra se conoce como la maniobra de Pringle u oclusión de la tríada portal. Consiste 
en la compresión del ligamento hepatoduodenal (Pringle J.H., 1908). La maniobra de 
Pringle permite minimizar el sangrado de la superficie cortada durante la resección del 
parénquima, aunque no tiene efecto sobre el sangrado de las ramas de las venas 
hepáticas (Huguet C., y cols. 1992; Selzner M., y cols. 2000). Otra técnica que se 
utiliza, es la exclusión vascular hepática, consiste en la oclusión de la tríada portal y la 
de la vena cava inferior. Esta técnica aísla completamente el hígado y la vena cava 
retrohepática del resto de la circulación, y tiene como objetivo reducir el riesgo de 
hemorragia masiva y de formación de trombos gaseosos causados por la ruptura de la 
vena cava, o de la vena hepática, al extraer un tumor hepático muy extenso o bien 
situado en el lóbulo posterior del hígado (Huguet C., y cols. 1992). Con el fin de 
minimizar el sangrado durante la cirugía hepática y las alteraciones bioquímicas 
ocasionadas por la interrupción del flujo sanguíneo del hígado, Makuuchi y sus 
colaboradores desarrollaron una técnica basada en el control selectivo de los vasos del 
híleo hepático, llamada oclusión vascular hemihepática (Makuuchi M., y cols. 1987; 
Miyagawa S., y cols. 1996; Yanaga K., y cols. 1993; Nishizaki T., y cols. 1996). Esta 
técnica consiste en la oclusión de los vasos aferentes (arteria hepática y vena porta) de 
los lóbulos hepáticos, derechos o izquierdos dependiendo de la situación del fragmento 
hepático a reseccionar, de manera que se preserva el flujo sanguíneo en el lóbulo 
hepático contralateral reduciendo así la lesión hepática asociada a la I/R (Miyagawa S., 
y cols. 1996; Yanaga K., y cols. 1993; Nishizaki T., y cols. 1996). Si bien estos 
procedimientos reducen el sangrado durante la cirugía, hay que tener presente las 
lesiones provocadas por la interrupción del flujo sanguíneo en la totalidad del hígado. 
Además, en pacientes con cirrosis hepática los dos tipos de oclusiones vasculares 
comportan congestión intestinal, con el consiguiente riesgo añadido de sepsis 
(Makuuchi M., y cols. 1987). 
En otro contexto quirúrgico, como es el trasplante hepático procedente de donante vivo, 
tiene lugar una I/R junto con una resección hepática parcial. La técnica del trasplante de 
donante vivo fue utilizada para receptores pediátricos y en 1994 se realizó el primer 
trasplante hepático procedente del lóbulo derecho de un donante vivo. Actualmente esta 
modalidad quirúrgica representa una alternativa válida y segura en centros con 





realizados (Marcos A., y cols. 1999). Uno de los beneficios de los injertos de tamaño 
reducido a partir de donante vivo es obtener un injerto de buena calidad con un tiempo 
isquémico corto, ya que la cirugía del donante puede ser programada para coincidir en 
tiempo con la cirugía del receptor. Por otro lado, el mayor problema concerniente a la 
aplicación del trasplante hepático de donante vivo es la disparidad del tamaño del 
injerto, lo cual implica una posterior regeneración del injerto hepático de tamaño 
reducido hasta alcanzar el tamaño estándar. Es conocido, que esta posterior 
regeneración se ve empeorada en hígados esteatósicos, pudiendo dar problemas 
postquirúrgicos (Otte J.B., y cols. 1998; Tanaka K., y cols. 1993; Ozawa K., y cols. 
1992; García-Valdecasas J.C., y cols. 2003). 
 
1.4.3.- Patofisiología de la lesión hepática por I/R 
En la literatura, la lesión por I/R se ha dividido en dos fases, la lesión causada por la 
isquemia y la causada por la reperfusión. Esta separación de los eventos celulares no es 
absoluta, ya que el daño celular en el órgano hipóxico se acentúa después de la 
restauración del aporte de oxígeno, lo que sugiere que los eventos que suceden en la 
reperfusión, son la consecuencia de aquellos que se inician durante la isquemia. Además 
se ha visto que la reperfusión de un hígado expuesto a un periodo de isquemia breve no 
induce ningún daño detectable, un hallazgo indicativo de que la reperfusión por sí sola 
no es perjudicial (Casillas-Ramírez A., y cols. 2006a). 
Durante la isquemia, se interrumpe el aporte de oxígeno al hígado y se detiene la cadena 
respiratoria mitocondrial, lo que comporta una depleción de los niveles ATP. La 
degradación de ATP estimula la glucólisis anaeróbica con la consiguiente formación de 
ácido láctico. La acidosis resultante además de alterar la cinética normal de las enzimas, 
resulta ser un sistema menos efectivo para producir ATP y las células se ven privadas de 
la energía necesaria para mantener la homeostasis. El fallo en la homeostasis celular se 
caracteriza por la pérdida de gradiente de los iones de sodio y de calcio a través de las 
membranas celulares. Este hecho trae como consecuencia edema intracelular y el 
consiguiente hinchamiento de las células de Kupffer y las células endoteliales. Estos 
fenómenos inducen una alteración en los orgánulos citoplasmáticos y en la integridad de 
la membrana, pudiendo desencadenar en la muerte celular (Casillas-Ramírez A., y cols. 
2006a). 
La reperfusión (recuperación del flujo sanguíneo) del hígado previamente isquémico 
inicia toda una serie de fenómenos inflamatorios en los que están implicados múltiples 
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mediadores de la inflamación, plaquetas, leucocitos y el endotelio vascular, los cuales al 
interaccionar derivan en la lesión por reperfusión. A título de ejemplo, entre los 
mediadores inflamatorios descritos en la lesión por I/R hepática destacan los RLO, 
interferón beta y gamma (INF-β y IFN-γ), interleuquinas 1, 12 y 18 (IL-1, IL-12 e IL-
18), factor de necrosis tumoral alfa y beta (TNF-α y TNF-β), factor estimulante de 
colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF), leucotrieno B4 (LTB4), ácido 12-
hidroxieicosatratraenoico (12-HETE), y el factor activador de plaquetas (PAF). 
Además, también se ha demostrado la participación de interleuquinas con propiedades 
anti-inflamatorias que funcionan como reguladores del proceso inflamatorio que se 
desarrolla en la I/R, estas son las interleuquinas 6, 10 y 13 (IL-6, IL-10 e IL-13). Los 
mediadores inflamatorios son modulados a nivel transcripcional. Distintos estudios 
sobre transducción de señales en I/R hepática han descrito un papel notorio para 
diferentes factores de transcripción tales como el factor nuclear kappa B (NFκB), 
proteína activadora 1 (AP-1), receptor activador de la proliferación de peroxisomas alfa 
(PPARα), factor nuclear proteína de alta movilidad del grupo B1 (HMGB1), STAT3 y 
STAT6, factor inducible por hipoxia-1 (HIF-1), y factor de transcripción de choque 
térmico (HSF). En la lesión por reperfusión también están implicadas las quinasas 
intracelulares que activan factores de transcripción, como proteínas quinasa activadas 
(SAPK), quinasa c-Jun N-terminal (JNK) o proteína quinasa activada por mitógeno p38 
(p38 MAPK) (Casillas-Ramírez A., y cols. 2006a). 
La acumulación de neutrófilos, asociada a la lesión por I/R está regulada por la 
participación tanto de citoquinas, factores del complemento, moléculas de adhesión y 
quimioquinas que permiten el reclutamiento, adhesión y transmigración de neutrófilos. 
Las moléculas de adhesión celular conocidas por su papel en I/R hepática son E, 
selectina, P-selectina, L-selectina, integrinas-β1, integrinas β2, ICAM-1 y VCAM-1. De 
la misma manera, se ha sugerido la participación de quimiocinas, entre las que destacan 
la interleuquina 8 (IL-8) y sus homólogos, el quimioatrayente de neutrófilos inducido 
por citoquinas 1 (CINC), la proteína activadora de neutrófilos derivada del epitelio 78 
(ENA-78), la proteína inflamatoria de macrófagos (MIP) 1 y 2, la quimiocina derivada 
de queratinocitos (KC) y la proteína quimiotáctica de monocitos (MCP) 1, 2 y 3. 
Por último, la disfunción microvascular asociada a la lesión por I/R hepática resulta de 
una serie de eventos que implican la interacción de células intravasculares (por ejemplo 
neutrófilos) con células no parenquimales, (como las células endoteliales y las células 





citoquinas, factores de complementos, RLO, NO y endotelinas (ET) (Casillas-Ramírez 
A., y cols 2006a). 
Lo anteriormente expuesto evidencia la multitud de mediadores y factores implicados 
en la lesión por I/R hepática (Figura 9). Las interrelaciones entre estos medidores y sus 
respectivas vías de señalización son muy complejas y aún no es posible hablar con total 
certeza de los eventos que suceden desde que se inicia la reperfusión hasta el momento 
en que se evidencian los fallos postoperatorios asociados a la cirugía hepática, pues las 
diversas investigaciones que abordan el tema no han logrado converger en sus 
resultados. Este hecho se ve acentuado negativamente por la gran diversidad de modelos 












Figura 9. Mecanismos implicados en la patofisiología de la lesión por I/R hepática. La deficiencia 
energética inducida por la isquemia resulta en el fallo del transporte activo transmembranal y 
consecuentemente se producen cambios en la morfología de las células de Kupffer (CK) y de las células 
endoteliales (CE). Este hecho junto con el desequilibrio en la producción de NO y ET contribuye al 
estrechamiento del lumen sinusoidal. Esto conduce tanto a una acumulación de neutrófilos como a una 
disminución en la perfusión. La activación de las CK resulta en la liberación de RLO, TNFα e IL-1. 
Adicionalmente, los RLO pueden producirse a partir del sistema xantina /xantina oxidase X/XOD y de la 
mitocondria. La liberación de citoquinas a través de la inducción de ICAM y VCAM, y de la quimioquina 
CXC conduce a la acumulación y activación de neutrófilos. Estos neutrófilos se extravasan causando 
daño parequimal a través de la producción de RLO y proteasas. De la misma manera, la activación del 
factor del complemento C5a prepara y activa a las CK; los linfocitos T CD4+ residentes y los recién 
acumulados en el hígado pueden producir GM-CSF, INF y TNF-β, los cuales amplifican la activación de 
las CK y promueven el reclutamiento de neutrófilos en el hígado; el PAF puede preparar a los neutrófios 
para la generación de superóxido mientras que el LTB4 puede contribuir a la amplificación de la 
respuesta de los neutrófilos. Adicionalmente, factores anti-inflamatorios tales como IL-6, IL-10, IL-13 y 
el inhibidor de proteasas secretado por leucocitos (SLPI) atenúan el daño por reperfusión. Finalmente, la 
teoría de la necroapoptosis postula que un proceso puede empezar con una señal común de muerte celular 







1.4.4.- Factores implicados en la lesión por I/R y regeneración 
 
A continuación nos centraremos en los diferentes resultados existentes en la literatura 
acerca de posibles fuentes generadoras de RLO, de los efectos y mecanismos de acción 
del NO, del papel de determinados mediadores pro-inflamatorios como el TNF y de la 
activación y reclutamiento de neutrófilos. Estos datos nos permitirán entender aún más 
por qué la I/R hepática continúa siendo un problema sin resolver en la práctica clínica. 
 
1.4.4.1.- Óxido Nítrico (NO) 
El NO es una molécula gaseosa producida por la familia de las NO-sintasas (NOS) que 
convierten la L-Arginina, en presencia de oxígeno, en L-citrulina. En la lesión por I/R 
es difícil establecer una distinción entre mediadores que tienen un papel beneficioso de 
aquellos cuyo papel es perjudicial. Algunos autores han observado que el NO ejerce un 
efecto beneficioso frente al daño por I/R en diferentes órganos, tejidos y células, 
mientras que otros estudios no destacan efecto alguno del NO, e incluso reportan una 
acción perjudicial de este mediador vasoactivo en el daño por I/R hepática. Estos 
efectos diferenciales del NO se pueden explicar por las diferencias en las enzimas 
productoras de NO (Casillas-Ramírez A., y cols. 2006b). 
En este contexto, algunos estudios sugieren que aunque la producción de NO derivada 
de la NOS constitutiva (cNOS) tendría efectos beneficiosos en I/R hepática, la 
producción de NO derivada de la NOS inducible (iNOS), contribuiría al daño hepático. 
El NO derivado de la isoforma cNOS, constitutivamente expresada, puede disminuir los 
desórdenes de la microcirculación durante las primeras horas de reperfusión. En 
cambio, el NO derivado de la iNOS no puede ser generado hasta varias horas después 
de la reperfusión debido a que esta isoforma requiere inducción transcripcional. El 
exceso de producción de NO derivado de la iNOS ya no sería beneficioso a la 
microcirculación a ese tiempo de reperfusión, ya que se pueden combinar con los RLO 
y generar peroxinitrito. Además, hay estudios que proponen que el NO derivado de la 
iNOS induce la liberación de Citocromo C (CitC) y de caspasas favoreciendo los 
procesos pro-apoptóticos. Sin embargo, también existen controversias en relación al 
papel del NO derivado de la iNOS, ya que otros investigadores han sugerido que este 
NO es beneficioso porque induce la expresión de la proteína anti-apoptótica Bcl-2 e 
inactiva caspasas (Casillas-Ramírez A., y cols. 2006b). 
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Además, para entender los diferentes resultados en relación al papel del NO en la lesión 
por I/R hepática, es importante clarificar si la fuente de NO es endógena o exógena. 
Mientras que se ha demostrado que el NO endógeno puede reducir la acumulación de 
neutrófilos, la suplementación exógena de NO no modificó este parámetro pero se 
asoció con una inhibición en la producción de ET (Casillas-Ramírez A., y cols. 2006b). 
El desequilibrio entre el NO y la producción del anión superóxido representan uno de 
los mecanismos responsables del estrés oxidativo en el daño por I/R. En condiciones 
fisiológicas normales, tanto el NO como el anión superóxido son producidos en las 
células endoteliales, con una producción de NO superior a la del anión superóxido en 
2/3 órdenes de magnitud. Esto permite al NO: 
 
1) Captar eficazmente anión superóxido intracelular, 
2) Prevenir la agregación plaquetaria, 
3) Minimizar las interacciones entre los neutrófilos y las células endoteliales.  
 
Tras la I/R hepática, los niveles de anión superóxido exceden a los del NO debido a una 
sobreproducción de anión superóxido y/o a una biodisponibilidad de NO reducida 
drásticamente. Este desequilibrio puede ser debido a: 
 
1) Niveles intracelulares bajos de cofactores necesarios para la síntesis de NO 
(NADPH y oxígeno),  
2) Degradación de L-arginina por la gran cantidad de arginasa liberada tras la 
isquemia,  
3) La inhibición de la actividad NO sintasa de las células endoteliales, y  
4) La rápida inactivación del NO por el anión superóxido. Por lo tanto, en estas 
condiciones las acciones beneficiosas del NO no se evidencian (Elias-Miró M., y 
cols. 2012a). 
 
En cuanto a la influencia del NO sobre la regeneración hepática se ha demostrado que 
el NO es necesario para la viabilidad de los hepatocitos (Fausto N. 2000) y que juega 
un papel importante en la repoblación hepatocitaria del hígado (Koniaris L.G., y 
cols.2003). La cNOS y la iNOS parecen jugar un papel importante en la regeneración 
del hígado después de una hepatectomía. Tras una hepatectomía, el hígado remanente 





mayor producción de NO por parte de la eNOS en las células endoteliales, lo cual es 
escencial para que las células del parénquima hepático entren en la fase G1 y empiece la 
regeneración hepática. Por otro lado, parece ser que la iNOS tendría un papel 
importante 6-8 horas después de la hepatectomía, y su inducción dependería de 
citoquinas (TNF-α e IL-6) (Koniaris L.G., y cols.2003). 
 
1.4.4.2.- Radicales libres de oxígeno (RLO) 
Los radicales libres se definen como moléculas, átomos, o iones que contienen uno o 
más electrones desapareados. Entre los radicales libres de oxígeno destacan los 
radicales: anión superóxido (O2-), el peróxido de hidrógeno (H2O2), el radical hidroxilo 
(HO·) y el peroxinitrito (OONO-). El H2O2 no es estrictamente un RLO ya que no tiene 
un electrón libre, pero se considera junto con los RLO por su capacidad de formar 
radicales hidroxilo  (Elias-Miró M., y cols. 2012a). 
A causa de estos electrones desapareados los RLO son especies muy reactivas que 
pueden captar o ceder electrones muy fácilmente. La reacción de un radical libre con un 
no-radical puede generar un radical libre diferente que puede ser más o menos reactivo 
que el original. Como consecuencia, las reacciones producidas por los radicales libres 
provocan reacciones en cadena que pueden extender el daño considerablemente. De esta 
manera pueden producir lesión a través de la modificación de nucleótidos, carbohidratos 
o lípidos. Parece que sus efectos más nocivos se producen a través de su acción sobre 
las membranas celulares, ya sea a nivel de enzimas, receptores de membrana, 
mecanismos de transporte o modificando las propiedades de lípidos y proteínas de 
dichas membranas. También pueden desencadenar los procesos de peroxidación lipídica 
de los ácidos grasos poliinsaturados, afectando directamente las propiedades físicas de 
la membrana y provocando una depleción de estos ácidos grasos esenciales (Horrobin 
D.F., 1991; Ferguson D.M., y cols. 1991, Kanno M., y cols. 1993; Elias-Miró M., y 
cols. 2012a). 
El estrés oxidativo que acompaña la lesión por I/R hepática es la consecuencia de un 
desequilibrio entre sustancias pro-oxidantes y antioxidantes. Entre los mecanismos que 
generan sustancias pro-oxidantes destacan la generación mitocondrial, la generación por 
parte de los fagocitos y la del sistema xantina deshidrogenasa/xantina oxidasa 
(XDH/XOD). En cuanto a los sistemas antioxidantes destacan la superóxido dismutasa 
(SOD) y el glutatión (GSH) como sistemas enzimáticos y no-enzimáticos 
respectivamente. En la lesión por I/R se ven afectados los sistemas antioxidantes que 
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podrían eliminar los RLO. En este sentido la I/R provoca una disminución de los niveles 
de SOD y GSH, hecho que agrava aún más los efectos nocivos de los RLO. 
Los RLO, al dañar proteínas y DNA tienen una influencia negativa sobre la división 
celular (Clavien P.A., y cols. 1992; Diesen D.L., y col. 2010). Distintos estudios indican 
que los marcadores de peroxidación lipídica están aumentados durante la reperfusión en 
trasplante así como en resecciones hepáticas (Biasi F., y cols. 1995; Reilli P.M., y cols. 
1991). La modulación farmacológica de los citados mecanismos pro-oxidantes (basados 
en la administración de un inhibidos de XOD, como el alopurinol o en el pretratamiento 
de antioxidantes, como la SOD) confirman sus efectos perjudiciales en la regeneración 
hepática (Portugal V., y cols. 1995). 
 
Sistemas generadores de RLO: 
- Generación por fagocitos: La producción extracelular de RLO por parte de los 
macrófagos y de los neutrófilos es un mecanismo fisiológico del que disponen los 
fagocitos para lisar células bacterianas. Pero en determinadas ocasiones como ocurre en 
I/R hepática, este mecanismo puede estar implicado en lesiones tisulares, tal como tiene 
lugar en la lesión por I/R. En este sentido, la isquemia activa las células de Kupffer que 
liberan RLO  durante la primera fase de reperfusión, además, durante esta fase tiene 
lugar el reclutamiento de neutrófilos, los cuales, en la fase posterior, se activan 
generando más RLO vía NADPH oxidasa (Metzger J., y cols. 1988; Drath D.B., y cols. 
1975). 
- Sistema X/XOD: Durante la isquemia, debido a la degradación de ATP, se produce 
una acumulación de xantina e hipoxantina, que son los substratos de la XDH y de la 
XOD (Stirpe F., y cols. 1969; Atalla S.L., y cols. 1985; McCord J.M., 1985). Al mismo 
tiempo, la regulación de los niveles de calcio se ve afectada, el calcio aumenta en el 
citoplasma y activa a las proteasas citoplasmáticas dependientes de calcio que 
transforman la XDH en XOD (Atalla S.L., y cols. 1985; McCord J.M., 1985). En el 
momento de la reperfusión, tiene lugar un aporte considerable de oxígeno que conduce a 
la oxidación rápida de la xantina y la hipoxantina y a la formación del radical O2-·, el 
cual mediante determinadas reacciones dará lugar al OH· (Atalla S.L., y cols. 1985; 
McCord J.M., 1985). El O2-· dada su elevada reactividad es capaz de inducir procesos 
de peroxidación lipídica, favoreciendo la permeabilidad de la membrana celular y 





además como agente quimiotáctico para los neutrófilos, que se activan y producen aún 
más radicales libres, amplificando la lesión en el órgano. (Clavien P.A., y cols. 1992). 
- Generación mitocondrial: En determinadas sitiuaciones como es la I/R, la cadena 
respiratoria se puede ver afectada y entonces se desencadena una sobreproducción de 
RLO. En este sentido, durante el periodo de isquemia de un tejido, la anoxia asociada 
hace que la cadena de transporte electrónico mitocondrial se pare y se produzca una 
caída de los niveles energéticos celulares. Durante la reperfusión del tejido, se producen 
unas alteraciones en las mitocondrias que llevan a la formación de aniones superóxido, 
que conducen a la pérdida del potencial de membrana mitocondrial (Nieminen A.L., y 
cols. 1995; Nieminen A.L., y cols. 1997; Elias-Miró M., y cols. 2012a). Resultados 
obtenidos en modelos experimentales de hígado perfundido aislado han puesto en tela 
de juicio la importancia del sistema X/XOD, e indican que la mitocondria podría ser la 
fuente principal de RLO. Sin embargo, datos obtenidos en un modelo murino de I/R 
normotérmica in vivo constatan que la mitocondria no parece participar activamente en 
el estrés oxidativo inducido por la reperfusión (Casillas-Ramírez A., y cols. 2006b; 
Elias-Miró M., y cols. 2012b). 
La divergencia de resultados respecto a los mecanismos de generación de RLO en la I/R 
hepática es evidente. Con el objeto de clarificar la importancia del sistema X/XOD 
frente a la mitocondria, debe tenerse en cuenta las diferencias existentes entre los 
modelos experimentales evaluados, incluyendo los tiempos de isquemia. De esta 
manera, el sistema X/XOD desempeña un papel crucial en el daño hepático por I/R 
solamente en condiciones en las cuales ocurre una formación importante de XOD, como 
por ejemplo a las 16 h de isquemia fría. Sin embargo, este sistema de generación de 
RLO no parece ser crucial en períodos isquémicos más cortos tales como 6 h de 
isquemia fría. (Casillas-Ramírez A., y cols. 2006b; Elias-Miró M., y cols. 2012a). Por 
otro lado, también deben considerarse los fármacos usados para inhibir el sistema 
X/XOD, ya que, el alopurinol por ejemplo, parece tener más de un mecanismo de 
acción. El alopurinol no es solamente un inhibidor potente de la XOD, sino que también 
mejora la disfunción mitocondrial inducida por la isquemia. De la misma manera, es 
importante señalar que la implicación de los hepatocitos y/o de las células de Kupffer 
como fuentes productoras de RLO depende del periodo de isquemia y de la temperatura 
(4ºC y 37ºC) a la cual se somete el hígado durante la isquemia, lo cual probablemente 
conduce a diferentes mecanismos de daño en la I/R hepática (Casillas-Ramírez A., y 
cols. 2006b; Elias-Miró M., y cols. 2012a). 
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Sistemas de defensa frente al estrés oxidativo: 
- Mecanismos enzimáticos: 
- Superóxido dismutasa: La superóxido dismutasa es el primer enzima de la vía 
de detoxificación de los RLO y se encuentra presente en el citoplasma y en el 
espacio intermembrana de las mitocondrias. La SOD cataliza la reacción entre 
dos O2- y da lugar a una molécula de H2O2, de esta forma disminuye la cantidad 
de radical O2-. 
La síntesis de SOD está regulada a nivel genético y puede modificarse en 
respuesta a concentraciones de oxígeno altas, generación de radicales superóxido 
o disponibilidad de metales.  
Durante un proceso de I/R hepática se produce el aumento de radicales O2-, 
provocando la inactivación de la SOD (Peralta C., y cols. 2002a). Este hecho 
acentúa aún más los efectos nocivos de los RLO. En modelos experimentales de 
trasplante hepático la sobreexpresión de la SOD protege frente al estrés 
oxidativo y al daño inducido por la I/R hepática (Lehmann T.G., y cols. 2003). 
- Catalasa: Este enzima cataliza la descomposición del H2O2 a agua. La célula la 
actividad catalasa se encuentra confinada en orgánulos subcelulares, 
principalmente en los peroxisomas, pero también se puede encontrar catalasa no 
peroxisomal en células de ciertos tejidos (Link E.M., 1990; Mavier P., y cols. 
1988). 
- Peroxidasas: De todas las peroxidasas, la más importante es la glutation 
peroxidasa (GSHPx), enzima que se localiza en el citosol y la matriz 
mitocondrial de las células de la mayoría de las especies. Cataliza el paso de 
glutation reducido a glutation oxidado. 
- Mecanismos no enzimáticos: 
- Glutation: El glutation es un tripéptido formado por los aminoácidos: ácido 
glutámico-cisteína-glicina. Juega un papel importante en su protección frente al 
daño oxidativo actuando como secuestrador de RLO y como sustrato de la 
glutation peroxidasa (Koken T., y cols. 1999). Existe en forma reducida (GSH) y 
en forma oxidada (GSSG); en la forma oxidada dos moléculas de glutation se 
unen a través de un puente disulfuro formado entre los grupos tiol de la cisteína. 
El paso de GSH a GSSG consume peróxido de hidrógeno, neutralizando esta 
molécula. El cociente GSH/GSSG es indicativo del estrés oxidativo de un tejido, 





cuando éste disminuye el tejido está sometido a un estrés oxidativo que hace que 
predomine la forma oxidada del glutation. Tras someter a un órgano a un 
proceso de I/R se ha observado que disminuyen los niveles de GSH. Este 
descenso de GSH aumenta la vulnerabilidad de la célula frente al estrés 
oxidativo inducido por la I/R hepática (Koken T., y cols. 1999; Peralta C., y 
cols. 2002a).  
- Otros antioxidantes: Las células disponen de otras sustancias antioxidantes con 
capacidad de reaccionar directamente con los RLO. Entre estos antioxidantes se 
encuentran la vitamina C, la vitamina E o tocoferol, los β-carotenos, el ácido 
úrico y los flavonoides (Serracino-Inglott F., y cols. 2001). 
 
1.4.4.3- Neutrófilos: 
Al inicio de la reperfusión, la acumulación de neutrófilos en el hígado viene 
determinada por distintos cambios celulares que incluyen, entre otros, la producción de 
citoquinas como la IL-1 y el TNF-α por las células de Kupffer y el aumento de la 
expresión de las moléculas de adhesión como la ICAM-1 (Ghezzi P., y cols. 1991; Zhou 
W., y cols. 1992). Una vez los sinusoides se han activado liberan RLO, lesionando tanto 
las células endoteliales como los hepatocitos, induciendo así una disfunción 
microvascular y el daño parenquimal asociado a la I/R hepática (Serracino-Inglott F., y 
cols. 2001; Jaeschke H., y cols. 1992; Lentsch A.B., y cols. 2000).  
Actualmente, se desconoce cómo se acumulan los neutrófilos en el hígado. La teoría 
clásica propone el aumento en la expresión de moléculas de adhesión, tales como 
ICAM-1 y P-selectina. Oponiéndose a esta teoría, también hay resultados que 
demuestran que la acumulación de neutrófilos observada en el hígado después de la I/R 
no depende de la sobreexpresión de ICAM-1 o P-selectina (Elias-Miró M., y cols. 
2012a; Elias-Miró M., y cols. 2012b; Casillas-Ramírez A., y cols, 2006b; Luscinskas 
F.W., y cols.1991; Issekutz T.B., 1990).  
Tales resultados estarían de acuerdo con la teoría propuesta por Jaeschke. Esta teoría 
propone que aunque la P-selectina y el ICAM-1 parecen ser relevantes en la adherencia 
de los neutrófilos en las vénulas postsinusoidales, los neutrófilos relevantes en el daño 
por I/R se acumulan en los sinusoides, que han sido identificados como los sitios 
dominantes para la extravasación de neutrófilos. En estos capilares, la acumulación de 
neutrófilos no depende de B2 integrinas, de ICAM-1 ni de selectinas. En estos 
sinusoides, los neutrófilos se acumulan gracias a factores mecánicos como la 
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vasocontricción, el daño y el edema de las células que forman la pared vascular, y una 
reducida flexibilidad de la membrana del neutrófilo. Tales factores contribuyen a la 
acumulación de neutrófilos sin la necesidad de un aumento en la expresión en las 
moléculas de adhesión como el ICAM-1 (Elias-Miró M., y cols. 2012b; Casillas-
Ramírez A., y cols. 2006b). 
La lesión vascular durante la reperfusión elimina, en parte, la barrera de células 
endoteliales sinusoidales y los neutrófilos tienen entonces acceso directo a los 
hepatocitos. Sin embargo, incluso con células endoteliales dañadas y aún presentes, 
puede haber transmigración. Como consecuencia, en estas condiciones, las terapias anti-
ICAM pueden reducir pero no previenen la lesión por I/R. respecto al papel de la P-
selectina, las células endoteliales no contienen cuerpos de Weibel Palade ni tampoco 
sobrerregulan transcripcionalmente niveles importantes de P-selectina.  
Por otro lado, durante la I/R, un número de intervenciones dirigidas contra las selectinas 
reducen la acumulación hepática de neutrófilos y la lesión celular. Debido a que estos 
resultados, se ha sugerido que la mayoría de los modelos de I/R hepática incluyen algún 
grado de isquemia intestinal, la cual conduce a la acumulación de neutrófilos en órganos 
remotos, incluyendo el hígado. Por lo tanto, un bajo número de neutrófilos en el hígado 
tras bloquear las selectinas puede ser un efecto secundario debido a la protección que 
ejerce la terapia anti-selectina en el daño intestinal por reperfusión (Elias-Miró M., y 
cols. 2012b; Casillas-Ramírez A., y cols. 2006b). 
Tal y como se ha comentado anteriormente, los neutrófilos activados lesionan tanto las 
células endoteliales como los hepatocitos mediante la liberación de proteasas y de RLO 
(Bilzer M., y col. 1994; Jaeschke H., y cols. 1992; Lentsch A.B., y cols. 2000; 
Serracino-Inglott F., y cols. 2001). La liberación de mediadores inflamatorios por parte 
de los neutrófilos agrava la lesión por I/H y afecta negativamente el proceso de 
regeneración hepática. Estos datos se basan en el hecho de que la administración de 
anticuerpos dirigidos a inactivar la acción de los neutrófilos disminuye el daño hepático 
en animales sometidos a I/R (Arndt H., y cols. 1991; Palma-Vargas J.M., y cols. 1997; 
Suzuki S., y col. 1993; Vollmar B., y cols. 1995), mientras que la infusión directa de 
neutrófilos en hígados aislados sometidos a I/R aumenta la formación de RLO y la 









Las citoquinas son un grupo de proteínas producidas por diferentes células, que actúan 
como moléculas de señalización celular. 
Las citoquinas pro-inflamatorias más importantes son la IL-1α, IL-1β y el TNF-α. Las 
principales acciones de estas tres citoquinas en la inflamación son los efectos sobre el 
endotelio, los leucocitos y los fibroblastos, así como la inducción de reacciones 
sistémicas de fase aguda. Tal y como se ha descrito anteriormente, en la I/R hepática 
provocan la activación del endotelio, induciendo la síntesis de IL-8, ICAM-1 y de 
selectinas, aumentando las interacciones entre los leucocitos y las células endoteliales 
Elias-Miró M., y cols. 2012a; Elias-Miró M., y col., 2012b; Casillas-Ramírez A., y cols. 
2006b; Luscinskas F.W., y cols. 1991, Issekutz T.B., y cols. 1990). 
La citoquina pro-inflamatoria TNF puede ser protectora o perjudicial dependiendo del 
tipo celular y de las condiciones experimentales, pudiendo estimular la muerte celular o 
inducir efectos hepatoprotectores. Por ejemplo, se ha constatado su implicación en la 
regeneración hepática en trasplantes hepáticos con injertos de tamaño reducido 
(Casillas-Ramírez A., y cols. 2006b). 
La IL-10, citoquina principal anti-inflamatoria en la lesión por I/R, es mayoritariamente 
producida por linfocitos T, linfocitos B y macrófagos. Se sabe que esta citoquina anti-
inflamatoria reduce la activación de macrófagos inhibiendo la síntesis de citoquinas pro-
inflamatorias como la IL-1α, IL-1β y el TNF-α, e inhibiendo también la producción de 
RLO durante la primera fase de la inflamación (Moore K.W., y cols. 1993; D´Andrea 
A., y cols. 1993; Bussolatti B., y cols. 1997; Gerard C., y cols. 1993).  
El TNF-α, que se ha demostrado que juega un papel en la regeneración hepática, actúa 
distintamente según la dosis en que administre. La administración de dosis altas de 
TNF-α resulta en una pobre regeneración hepática, mientras que no tiene efecto alguno 
si se administra en dosis bajas. Por otro lado, esta citoquina induce la síntesis de DNA 
en cultivos de hepatocitos en presencia de suero, pero sin efecto mitogénico alguno 
cuando los cultivos de hepatocitos son mantenidos en un medio libre de factores de 
crecimiento. Todas estas observaciones sugieren que el TNF-α actúa como un agente 
responsable de la iniciación de la proliferación hepatocitaria en la primera fase de 
regeneración hepática, dejando las células preparadas para responder a los factores de 
crecimiento (Fausto N. 2000; Yamada Y., y cols. 1997). 
En el contexto de la regeneración hepática, se ha visto que la IL-6 está íntimamente 
ligada al TNF-α. Estudios con ratones knock-out para los genes TNFR1 y IL-6, 
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mostraron una pobre regeneración tras una hepatectomía parcial, y una posterior 
administración de IL-6 revertía los efectos de la inhibición de la vía de señalización del 
TNF-α. A partir de estos estudios se sugirió que el TNF-α, a través del TNFR1, podría 
iniciar la regeneración hepática y activar una vía dependiente de IL-6 en la que participa 
el factor de transcripción; transductor de señal y activador de la transcripción 3 
(STAT3) (Yamada Y., y cols. 1997). Además de estas observaciones hay que resaltar 
que existen otros trabajos en hepatectomía parcial con knock-out para TNFR1, que 
demostraron que la proliferación hepática podía ser inducida por dos vías diferentes, 
una dependiente de TNF-α e IL-6, y una inducida por mitógenos, independiente de estas 
citoquinas (Ledda-Columbano G.M., y cols. 1998). 
La IL-1 también está implicada en la regeneración hepática. Se ha demostrado que tanto 
la IL-1α, como la IL-1β tienen una acción inhibitoria sobre la proliferación de 
hepatocitos in vitro (Boulton R., y cols. 1997; Court F.G., y cols. 2002). En estudios in 
vivo basados en la hepatectomía en rata, se ha visto que la administración exógena de 



















1.5.- El hígado esteatósico 
 
1.5.1.- Definición y prevalencia 
La esteatosis o hígado graso es la acumulación de cantidades excesivas de triglicéridos 
y otras grasas dentro de las células del hígado. Esta acumulación de grasas, es 
considerada patológica cuando excede el 5% del peso del hígado (Veteläinen R., y cols. 
2007). La evaluación cuantitativa se basa en el porcentaje de hepatocitos que muestran 
vacuolas lipídicas en su citoplasma y se clasifica de la siguiente forma:  
 
1) Leve, menos de un 30% de los hepatocitos contiene grasa;  
2) Moderada, entre un 30% y un 60% de los hepatocitos contienen grasa; y  
3) Severa, más de un 60% de los hepatocitos contienen grasa.  
 
La evaluación cualitativa se basa en el tipo de esteatosis y puede dividirse en dos tipos:  
 
1) Macrovesicular, cuando los hepatocitos contienen una única vacuola grande que 
desplaza el núcleo del hepatocito hacia la periferia; y  
2) Microvesicular, si contienen múltiples vacuolas pequeñas. 
 
Las circunstancias más habituales asociadas a esteatosis hepática es la enfermedad 
crónica del hígado. Varios estudios han reportado una prevalencia del 10%-20% en la 
población delgada, 60-74% entre la población obesa y más de 90% en obesos mórbidos. 
Aproximadamente un 3% de los niños delgados están afectados y la prevalencia 
incrementa hasta un 53% en niños obesos. Debido al aumento de la obesidad en los 
países occidentales, se espera que en el futuro aumente la prevalencia de esteatosis 
hepática (Veteläinen R., y cols. 2007). 
 
1.5.2.- Importancia de la esteatosis hepática en la cirugía hepática 
La esteatosis hepática es un hallazgo histológico común en biopsias de hígado humano, 
y se estima que más del 20% de los pacientes programados para resección hepática 
presentan algún grado de esteatosis (Veteläinen V., y cols. 2007). En posibles donantes 
de hígado, la prevalencia de esteatosis hepática es del 26% (Selzner M., y cols. 2001). 
La esteatósis hepática es un factor de riesgo importante en la cirugía hepática, y se 
asocia con un mayor índice de complicaciones y mayor mortalidad postoperatoria. En 
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comparación con los hígados no esteatósicos, los hígados esteatósicos muestran fallo en 
la regeneración y reducción de la tolerancia frente al daño hepático. De hecho, se ha 
descrito la existencia de fallo hepático postquirúrgico después de resecciones hepáticas 
en hígados con esteatosis (Belghiti J., y cols. 2000; Behrns K.E., y cols. 1998). Además, 
el hecho de utilizar estos hígados en transplantes hepáticos está asociado a un aumento 
en el riesgo de disfunción hepática después de la cirugía (Ploeg R.J., y cols. 1993; 
Hayashi M., y cols. 1999). Sin embargo, en muchos casos es necesario recurrir a estos 
injertos debido a que la lista de espera para trasplante va aumentando, y no puede 
cubrirse la demanda con hígados en estado óptimo. Además, la esteatosis hepática 
agrava el problema de la falta de órganos ya que se sabe que entre todos los hígados que 
no son aptos para trasplante por sus condiciones patológicas, más del 50% son hígados 
esteatósicos, de ahí que la esteatosis sea la causa del mayor número de órganos no aptos 
para trasplante, acentuando así la problemática del banco de órganos (Casillas-Ramírez 
A., y cols. 2006a; Selzner M., y cols. 2001). Dado el aumento en la prevalencia de 
esteatosis que se espera en la población y por lo tanto en la cirugía hepática, es evidente 
la necesidad de desarrollar estrategias para minimizar los efectos adversos de la lesión 
por I/R en los hígados esteatósicos y el fallo en la regeneración hepática que presentan 
tales hígados. Esto disminuiría por lo tanto el riesgo de disfunción o fallo primario tras 
la cirugía hepática y se aumentaría el número de injertos disponibles para ser 
trasplantados. Para lograrlo, es imprescindible el estudio de los mecanismos que 
conducen a la mayor susceptibilidad de un hígado esteatósico frente a la lesión por I/R y 
al fallo en la regeneración. 
 
1.5.3.- Lesión por I/R en el hígado esteatósicos 
Como se ha mencionado anteriormente, los hígados esteatósicos toleran peor la lesión 
por I/R que los hígados no-esteatósicos. Sin embargo, las causas de la mayor 
susceptibilidad de los hígados esteatósicos frente a la lesión por I/R no están totalmente 
definidas. La literatura recoge como posibles causas los eventos que se describen a 
continuación. 
 
1.5.3.1.- Alteraciones en la microcirculación 
Las alteraciones en la microcirculación se han propuesto como un factor importante en 
la poca tolerancia que presentan los hígados grasos frente a la lesión inducida por I/R. 





aumento en el volumen celular, que puede resultar en una obstrucción parcial o total del 
espacio sinusoidal hepático (Ricci C., y cols. 1996). Se ha demostrado, tanto en 
humanos como en ratas con esteatosis inducida por dieta, que en el hígado graso se 
produce un descenso de aproximadamente el 50% del flujo sanguíneo sinusoidal 
respecto a los hígados normales, cosa que puede inducir un estado de hipoxia crónica 
(Seifalian A.M., y cols. 1998; Ijaz S., y cols. 2003; Teramoto K., y cols. 1993b). Este 
descenso en el flujo sanguíneo es seguramente secundario al estrechamiento de la luz 
sinusoidal. La luz sinusoidal se ve además afectada por glóbulos de grasa liberados 
durante la preservación y la reperfusión del injerto y por microtrombos de fibrina y 
elementos celulares que están en la sangre después de la reperfusión (Teramoto K., y 
cols. 1993). De esta forma, el edema celular y la adherencia de leucocitos que ocurren 
durante una I/R en combinación con la reducción del espacio sinusoidal amplifican los 
efectos  negativos producidos por la I/R. 
 
1.5.3.2.- Estrés oxidativo 
Los hígados esteatósicos son más susceptibles que los no esteatósicos a la peroxidación 
lipídica debido a sus bajas defensas antioxidantes y/o su mayor producción de RLO. 
Durante la reperfusión la generación mitocondrial de RLO aumenta considerablemente, 
esto conduce a que las estructuras mitocondriales se vean expuestas al ataque de los 
RLO generados tanto fuera como dentro de estos orgánulos, conduciendo 
eventualmente a la disfunción mitocondrial y al fallo en la síntesis de ATP. Uno de los 
efectos importantes de la producción descontrolada de RLO es la peroxidación lipídica 
de la membrana y de otros lípidos celulares, dando lugar a alteraciones estructurales y al 
deterioro funcional de los componentes celulares (Elias-Miró M., y cols. 2012a). 
Además los productos de la peroxidación lipídica, como por ejemplo el 
malondialdehído, podrían actuar como atrayentes de neutrófilos e inducir necrosis 
celular (Day C.P., y cols. 1998; Curzio M., y cols. 1985). La causa de este aumento en 
la peroxidación lipídica podría ser debido a que en los hígados esteatósicos hay una 
mayor cantidad de substrato fácilmente oxidable (Letteron P., y cols. 1996). En 
condiciones basales, los sistemas antioxidantes del hígado son suficientes para 
contrarrestar la peroxidación lipídica que se produce en el hígado. Sin embargo, en 
hígados esteatósicos sometidos a I/R, la peroxidación de lípidos se ve muy 
incrementada y los sistemas antioxidantes del hígado se ven sobresaturados. 
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Diferentes trabajos se han centrado en prevenir el aumento de estrés oxidativo 
observado en los hígados esteatósicos. No obstante, los datos obtenidos en los estudios 
en los que se administraban antioxidantes han sido contradictorios. Algunos de estos 
estudios en ratas Zucker obesas, modelo bien caracterizado de obesidad, indican que la 
administración de tocoferol, que tiene propiedades antioxidantes, aumenta la tolerancia 
del hígado esteatósico a la isquemia caliente. Por otro lado, estudios experimentales en 
hígados esteatósicos inducidos mediante dieta deficiente en colina-metionina, mostraron 
que la administración de precursores de glutatión (GSH), como la N-acetilcisteína, 
pueden ayudar a restaurar la integridad hepatocitaria en los hígados esteatósicos pero sin 
bloquear los RLO. Además, en hígados esteatósicos inducidos por dieta o por alcohol, 
se producen RLO insensibles a la SOD y catalasa y que están implicados en la 
vulnerabilidad de este tipo de hígados a la lesión por I/R (Elias-Miró M., y cols. 2012a; 
Selzner M., y cols. 2000; Soltys K., y cols. 2001; Nardo B., y cols. 2001; Caraceni P., y  
cols. 2005). 
 
1.5.3.4.- Acumulación de neutrófilos y activación de las células de Kupffer 
El exceso de grasa en un hígado esteatósico produce alteraciones en la fluidez de las 
membranas debido a la menor presencia de colesterol y de ácidos grasos poliinsaturados 
(Fukumori T. y cols. 1999). Esta alteración de las membranas endoteliales, junto con el 
mayor deterioro que sufren las células endoteliales tras la isquemia, podría derivar en un 
aumento en la y activación de los adhesión neutrófilos en la reperfusión, y por tanto a 
un aumento de la infiltración de neutrófilos en el tejido hepático (Hui A.M., y cols. 
1994, Fukumori T., y cols. 1999; Nakano H., y cols. 1997). 
La implicación de los neutrófilos en la mayor vulnerabilidad de los hígados grasos 
frente a la lesión por I/R está documentada en diversos estudios, especialmente en 
hígados grasos inducidos por alcohol (Teramoto K., y cols. 1993b). En un modelo 
experimental de trasplante hepático en ratas Zucker se ha demostrado que el bloqueo de 
integrinas y selectinas, moléculas implicadas en la adhesión de los neutrófilos al 
endotelio sinusoidal, redujo la lesión hepática y aumentó la supervivencia de las ratas 
tras el trasplante hepático (Amersi F., y cols. 2002; Amersi F., y cols. 2003; Fondevila 
C., y cols. 2005). Por otra parte, en otros modelos de esteatosis hepática los neutrófilos 
no parecen ser los responsables de la poca tolerancia de los hígados esteatósicos frente a 
la lesión por I/R (Serafín A., y cols. 2002; Nakano H., y cols. 1997; Yamada S., y cols. 





esteatósicos que en no esteatósicos en ratas Zucker sometidas a I/R hepática 
normotérmica, incluso en modelos de esteatósis hepática inducida por la ingesta de una 
dieta rica en colesterol (Koneru B., y cols. 1995; Sun C.K., y cols. 2001).  
En los hígados grasos, se ha demostrado un aumento en el número y en la actividad 
fagocítica de las células de Kupffer, con respecto a los hígados no esteatósicos 
(Teramoto K., y cols. 1993b). Este hecho podría explicar la vulnerabilidad de los 
hígados grasos a la lesión por I/R, ya que las células de Kupffer son una fuente muy 
importante de RLO y citoquinas pro-inflamatorias como el TNF-α y la IL-1. 
 
1.5.3.5.- Mecanismo de muerte celular 
Se ha de mencionar también, que una característica clave del daño isquémico en el 
hígado no esteatósico es la apoptosis, una forma activa de muerte celular que requiere 
energía. La apoptosis permite la eliminación de células dañadas con la mínima respuesta 
inflamatoria. El porcentaje de hepatocitos apoptóticos después de I/R varía según el 
daño hepático y la supervivencia de los animales de experimentación (Selzner M., y 
cols. 2000; Selzner M., y cols. 2001; Selzner M., y cols. 2003; Jaeschke H., y cols. 
2003; Hong F., y cols. 2004).  
Se ha demostrado que los hígados esteatósicos presentan alteraciones en la vía de 
señalización apoptótica. Estudios realizados en ratas Zucker han señalado que los 
hígados esteatósicos sometidos a I/R normotérmica presentan menos apoptosis en 
comparación con hígados no esteatósicos en las mismas condiciones. En cambio, en 
tales hígados esteatósicos en estos hígados se observa una necrosis masiva. En la muerte 
celular por necrosis se produce una rotura inespecífica de los orgánulos celulares y de la 
membrana citoplasmática, así pues se libera el contenido celular, agravando la lesión 
inflamatoria hepática (Selzner M.,  y cols. 2001; Behrns  K.E., y cols. 1998; Crowley 
H., y cols. 2000). En consonancia, estrategias terapéuticas basadas en la inhibición de la 
apoptosis, que reducen el daño isquémico en hígados no esteatósicos, no son capaces de 
proteger en presencia de esteatosis (Casillas-Ramírez A., y cols. 2006b; Selzner M., y 
cols. 2000). 
El hecho de que se produzca uno u otro tipo de muerte celular podría estar asociado, 
entre otros factores, con la disponibilidad de ATP de la célula, ya que como se ha 
comentado anteriormente la apoptosis es un proceso dependiente de ATP. De este 
modo, el deterioro del metabolismo energético que presentan los hígados grasos tras la 
I/R hepática podría explicar el fallo de la apoptosis en este tipo de hígados y el 
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predominio de la lesión por necrosis como forma de muerte celular (Selner M., y cols. 
2001; Behrns K.E., y cols. 1998; Crowley .H, y cols. 2000). 
Estas diferencias en los mecanismos de muerte celular y en los mecanismos implicados 
en la lesión por I/R en hígados esteatósicos con respecto a los hígados no esteatósicos 
explican las dificultades para prevenir efectivamente la lesión por I/R en la cirugía y 
trasplante hepático. De esta manera, estrategias terapéuticas que son efectivas en 
hígados no esteatósicos pueden no serlo en presencia de esteatosis, o la dosis efectiva de 
los fármacos a administrar puede diferir entre los dos tipos de hígados. Por otro lado, 





























1.6.- Estrategias terapéuticas para disminuir la lesión por I/R 
 
A pesar de los avances en los tratamientos farmacológicos, y en estrategias de terapia 
génica que han tenido como objetivo el disminuir la lesión por I/R, los resultados hasta 
el momento no han sido concluyentes.  
 
1.6.1.- Estrategias farmacológicas 
Numerosos estudios experimentales se han centrado tanto en inhibir los efectos nocivos 
de la isquemia como la respuesta inflamatoria asociada a la reperfusión. Con esta 
finalidad, se han administrado fármacos como la cloroquina o la clorpromazina para 
prevenir la degradación de fosfolípidos y las disfunciones mitocondriales durante la 
isquemia hepática. Para inhibir las acciones de los RLO durante la reperfusión se ha 
tratado con antioxidantes como tocoferol, glutatión éster (GSH-éster), o alopurinol, y se 
han administrado también anticuerpos dirigidos al TNF para bloquear las acciones 
nocivas de esta citoquina. También se han realizado tratamientos con dopamina y ATP-
MgCl2 para reducir los desórdenes microcirculatorios. Para bloquear la acumulación de 
neutrófilos se han utilizado también fármacos como la adenosina, donadores de NO, L-
arginina, y anticuerpos anti-ICAM-1 y anti-P-selectina. Sin embargo, ninguno de estos 
tratamientos ha logrado frenar la lesión por I/R hepática (Casillas-Ramírez A., y cols. 
2006b). 
Se ha de tener en cuenta las dificultades para atenuar la inflamación asociada a este 
proceso. Como se ha comentado anteriormente, en la respuesta inflamatoria asociada a 
la reperfusión están implicados múltiples mediadores y tipos celulares. Además, 
también deben considerarse las dificultades derivadas de los tratamientos 
farmacológicos. En este sentido, el GSH-éster no llega al lugar de acción a 
concentraciones óptimas ni en el momento adecuado, o la administración de anticuerpos 
anti-TNF, que sólo provoca una inactivación parcial de la proteína. Otro ejemplo son los 
efectos totalmente opuestos que tienen las pequeñas variaciones en la dosis de 
donadores de NO. Además, no hay que descartar los posibles efectos secundarios 
derivados de los fármacos, ya que en el caso de la dopamina, la adenosina y los 




Si todas estas complicaciones ocurren en hígados sanos, aún son mayores las 
complicaciones al modular la lesión por I/R en hígados esteatósicos. Como ya se ha 
comentado, este tipo de hígados generan más RLO y estos son insensibles a la acción de 
antioxidantes como la SOD y la catalasa. A título de ejemplo, la administración de un 
donador de NO en un modelo de trasplante hepático experimental logró reducir el estrés 
oxidativo en hígados sanos, mientras que en injertos esteatósicos aumentó la 
vulnerabilidad al daño por I/R. Por otra parte, también podrían existir fármacos que sólo 
fueran efectivos en hígados esteatósicos. Por ejemplo, en un modelo de I/R asociada al 
trasplante hepático, se ha evidenciado en hígados esteatósicos un aumento en la 
expresión de la proteína desacoplante-2 mitocondrial (UCP-2) y una capacidad 
disminuida de sintetizar ATP en la reperfusión, lo que contribuye a la vulnerabilidad de 
los hígados esteatósicos al síndrome de I/R. Así pues, fármacos como la cerulenina que 
actua sobre la UCP2 disminuyendo su expresión, logran aumentar el contenido de ATP 
en hígados esteatósicos, pero tal estrategia tal vez no tendría ningún efecto en hígados 
sanos porque no se presenta sobreexpresión de UCP-2. Resultados similares se han 
obtenido con la carnitina (Casillas-Ramírez A., y cols. 2006b). 
 
1.6.2.- Terapia génica 
Los actuales avances en biología molecular proporcionan nuevas oportunidades para 
reducir el daño hepático por I/R a través del uso de la terapia génica. Para reducir el 
estrés oxidativo con el objetivo de reducir la lesión por I/R hepática, se han realizado 
pre-tratamientos basados en la sobreexpresión de SOD o catalasa utilizando como 
vehículo adenovirus, liposomas o polientilenglicol. Para limitar la acumulación y la 
activación de neutrófilos, se ha reducido la expresión génica de ICAM-1 utilizando 
liposomas como vehículo. La apoptosis se ha inhibido con la sobreexpresión del gen 
BcL-2, utilizando principalmente como vehículo adenovirus. Se han desarrollado 
estrategias citoprotectoras basadas en la expresión de genes tales como la heme 
oxigenasa-1 (HO-1), la citoquina anti-inflamatoria IL-13 y el antagonista del receptor de 
la IL-1 (IL-1ra), empleando como vectores adenovirus o liposomas. También se ha 
intentado modular la acción del NF-κB a través de transfección adenoviral de una forma 
mutante de IκB, el cual inhibiría NF-κB y aliviaría la respuesta inflamatoria hepática 
asociada a la I/R. A pesar de estas aproximaciones farmacológicas, aún existen graves 
problemas entorno a la terapia génica, como son la toxicidad de los vectores, la 





adecuado, y la dificultad de conseguir mutantes adecuados (en el caso de NF-κB), 
debido a las controversias existentes en la activación de NF-κB  (Casillas-Ramírez A., y 
cols. 2006b). 
En los últimos años, el uso de las terapias génicas basadas en RNA interferentes 
pequeños (siRNA) para regular las acciones biológicas de los mediadores inflamatorios 
en una gran variedad de enfermedades (Ichim T.E., y cols. 2004) ha despertado gran 
interés. Así pues, se han aplicado estrategias terapéuticas basadas en la administración 
de siRNA para adiponectina (Massip-Salcedo M., y cols. 2008) esfingomielinasa 
acídica (Llacuna L., y cols. 2006), o moléculas relacionadas con la apoptosis tales como 
Bax (Sass G, y cols. 2007), el receptor apoptótico Fas (Li X., y cols. 2007), la Caspasa 8 
y la Caspasa 3 (Contreras J.L., y cols. 2004); las cuales han protegido frente al daño 
hepático inducido por I/R. Sin embargo, de la misma manera que pasaba con los 
adenovirus, los liposomas o el polientilenglicol, uno de las mayores complicaciones 
para que estas estrategias puedan alcanzar su aplicación clínica es la eliminación de sus 
efectos secundarios mediante, en parte, el desarrollo de estrategias que sean capaces de 
permitir un silenciamiento génico estable. Dado que los siRNA son ácidos nucleicos, se 
degradan fácilmente en suero y por lo tanto necesitan un vehículo que permita un 
transporte estable, una internalización celular específica y una farmacocinética 
favorable para utilizarse como terapia farmacológica. El riesgo de inmunogenicidad así 
como la posible toxicidad de estos vehículos, también son obstáculos que deben ser 
superados antes de poder aplicarse en la práctica clínica (Pellish R.S., y cols. 2008). 
 
1.6.3.- Estrategias quirúrgicas 
Diversas estrategias quirúrgicas han demostrado ser protectoras frente a la lesión por I/R 
hepática, tales como el shunt portosistémico, el clampaje intermitente o el 
precondicionamiento isquémico (PC). Los éxitos de nuestro grupo respecto a la eficacia 
del PC en hígados esteatósicos y no esteatósicos sometidos a isquemia caliente asociada 
a hepatectomía parcial y a trasplante hepático se han traducido en la aplicación clínica 
del PC (Elias-Miró M., y cols. 2012d).  
A partir del momento en que se describió la efectividad del PC, se han realizado 
numerosos trabajos con la finalidad de buscar estrategias que puedan mimetizar sus 
efectos beneficiosos. Una de estas estrategias es el “heat shock”, que consiste en inducir 
un aumento en la temperatura corporal antes de la isquemia hepática. También se ha 
intentado realizar un pre-condicionamiento químico con dexorrubicina, factor 
Introducción 50 
 
natriurético atrial, o con oxidantes, y se ha demostrado que estos tratamientos reducen la 
lesión hepática en diferentes modelos experimentales de I/R. Sin embargo, las 
limitaciones de estas estrategias es su posible aplicación clínica, bien por la dificultad 
que ello supondría, por problemas de toxicidad o por los efectos secundarios descritos 
(Casillas-Ramírez A., y cols. 2006b). 
Las investigaciones acerca de la efectividad del PC en modelos experimentales de I/R 
hepática han sido la base para que esta estrategia quirúrgica sea la única que ha 
alcanzado su proyección en la práctica clínica para reducir la lesión por I/R hepática 
normotérmica asociada con las resecciones hepáticas de tumores, tanto en hígados sanos 
como en esteatósicos. Varios estudios han demostrado la eficacia del PC en la resección 
de los hígados esteatósicos y no esteatósicos en la práctica clínica. En estos estudios, los 
autores realizaron principalmente resección hepática a través de una maniobra de 
Pringle continua. Sin embargo, otros datos indican que el PC no mejora la función 
hepática postoperatoria y no afecta la morbilidad o la mortalidad después de la 
hepatectomía bajo exclusión vascular del hígado con la preservación del flujo de la vena 
cava. Las discrepancias entre estos efectos diferenciales del PC durante la resección 
hepática podrían haber surgido a partir de la ausencia de flujo de perfusión del hígado 
durante la exclusión vascular en comparación con la maniobra de Pringle. Además, el 
período de isquemia utilizado en ambos estudios (Clavien P.A., y cols 2003; Azoulay 
Z., y cols 2006) fue diferente. Todo esto podría explicar, al menos parcialmente, la 
diferente eficacia del PC en la práctica clínica de la cirugía del hígado (Elias-Miró M., y 
cols. 2012d). 
En la última década, se han hecho grandes esfuerzos para trasladar los efectos 
beneficiosos del PC a la práctica clínica del trasplante hepático. Los resultados clínicos 
en general han sido menos evidentes que las observaciones en animales de 
experimentación. Sin embargo, estos efectos diferenciales no pueden ser explicados por 
el uso de períodos de PC en la clínica que han resultado ser ineficaces 
experimentalmente o por el uso clínico de diferentes tiempos de isquemia fría a los 
evaluados experimentalmente. Sin embargo, se debe considerar el número limitado de 
pacientes con esteatosis incluidos en los ensayos clínicos de PC y la presencia de 
muerte cerebral en el trasplante hepático clínico, la cual no se ha tenido en cuenta en los 
estudios experimentales realizados hasta el momento (Elias-Miró M., y cols. 2012d). 
Por consiguiente, en el futuro, los ensayos clínicos deberían incluir una mayor 





trasplante hepático en la práctica clínica. Los beneficios del PC son más clínicamente 
significativos en los grupos de pacientes con un mayor riesgo de morbilidad y 
mortalidad, es decir, en los pacientes con esteatosis hepática y cirrosis. De hecho, en el 
estudio prospectivo y aleatorio de PC en hepatectomía parcial, se demostró que el PC es 
más eficaz en la reducción de la lesión por reperfusión en pacientes con hígados 
esteatósicos. En otro estudio se informó que el PC redujo el riesgo de insuficiencia 
hepática y acortaba la estancia hospitalaria de pacientes con cirrosis sometidos a 
hepatectomía parcial. Existe la posibilidad de que el PC no sea eficaz en el contexto de 
la muerte cerebral, ya que los donantes de órganos fallecidos tienen inestabilidad 
hemodinámica con una disminución media de la presión arterial, y del flujo sanguíneo 
venoso portal y del tejido hepático. Además, la muerte cerebral induce una intensa 
respuesta inflamatoria sistémica que se manifiesta en muchos órganos, incluyendo el 
hígado. Es muy probable que en el marco de tales respuestas inflamatorias los 
beneficios del PC puedan no ser evidentes. No existen estudios de PC en trasplante 
hepático en presencia de muerte cerebral. Tales investigaciones experimentales podrían 
abordar un problema clínico importante en el trasplante hepático, ya que más del 80% 
de los hígados utilizados son de donantes cadavéricos, y solo el 20% de estos tienen una 


















1.7.- La proteína transportadora de retinol tipo 4 (RBP4) y el 
retinol 
 
1.7.1.- Características del RBP4 
El término “adipoquina” o “adipocitoquinas” comprende a polipéptidos, los cuales son 
producidos mayoritariamente en el tejido adiposo. Además de los adipocitos, el tejido 
adiposo está compuesto del estroma que incluye macrófagos, fibroblastos y monocitos 
que se han infiltrado, los cuales contribuyen a la producción de adipocitoquinas. En los 
últimos años, las investigaciones se han centrado en las adipocitoquinas como 
potenciales dianas terapéuticas en distintas patologías relacionadas con la obesidad y el 
síndrome metabólico. Desde hace tiempo se conoce que regulan la esteatosis, la 
inflamación y la fibrosis (Marra F., y cols. 2009). Estudios recientes han implicado las 
adipocitoquinas en la vulnerabilidad de los hígados esteatósicos a la lesión por I/R 
(Elias-Miró M., y cols. 2011; Massip-Salcedo M., y cols. 2008; Man K., y cols. 2006; 
Casillas-Ramírez A., y cols. 2011; Elias-Miró M., y cols. J Hepatol 2014). Esto 
derivaría en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas de utilidad para reducir la 
lesión por I/R de hígados esteatósicos. 
El RBP4 es una adipocitoquina sintetizada en el hígado, cuya función conocida es 
transportar retinol en la circulación. Sin embargo, el papel del RBP4 en el hígado es en 
gran parte desconocido (Blane W.S., 1989; Graham T.E., y cols. 2006; Wagnerberger 
S., y cols. 2006). Desde el descubrimiento del RBP4 en 1992, diversos estudios han 
demostrado que los niveles de RBP4 están elevados en diabetes, obesidad, 
enfermedades cardiovasculares e inflamación (Graham T.E., y cols. 2006; Yang Q., y 
cols. 2005; Cho Y.M., y cols. 2006; Lee D.C., y cols. 2007; Yao-Borengasser A., y cols. 
2007). Por el contrario, se ha observado que en injertos esteatósicos sometidos a un 
transplante con I/R los niveles de RBP4 decrecían. Existe una correlación positiva entre 
altos niveles circulantes de RBP4 e infiltración grasa en hígado, tanto en modelos 
experimentales como en humanos (Yang Q., y cols. 2005; Seo J.A., y cols. 2008; Wu 
H., y cols. 2008). Debido a que el hígado es la principal fuente generadora de RBP4, 
cuando este sufre un daño se detectan elevados niveles circulantes de RBP4 (Wu H., y 
cols. 2008). 
Diversos trabajos en la literatura se han centrado en investigar los mecanismos de 





puede ejercer efectos pro-inflamatorios a través de alterar la producción de otras 
adipocitoquinas o citoquinas inflamatorias (Graham T.E., y cols. 2006; Yao-
Borengasser A., y cols. 2007; Balagopal P., y cols. 2007; Wu H., y cols. 2008). A título 
de ejemplo, aumentos en los niveles plasmáticos de RBP4 observados en pacientes 
obesos, están asociados con aumentos en marcadores inflamatorios como el TNF y 
MCP-1 (Graham T.E., y cols. 2006). Además el RBP4 afecta la generación de 
adiponectina en pacientes obesos y en determinadas patologías como la diabetes (Wu 
H., y cols. 2008). Notoriamente, el TNF, MCP-1 y la adiponectina son mediadores 
implicados en la lesión por I/R hepática (Casillas-Ramírez A., y cols. 2006b).  
Teniendo en cuenta estas observaciones, se puede considerar la posibilidad de que los 
hígados esteatósicos al ser sometidos a una hepatectomía parcial con I/R tengan 
menores niveles de RBP4. Hasta la fecha, no se ha estudiado si una inhibición o 
administración de RBP4 puede proteger a los hígados esteatósicos frente a la lesión 
inducida por I/R normotérmica.  
 
1.7.2.- RBP4 en I/R hepática 
Existen diferentes trabajos encaminados a modular farmacológicamente la acción del 
RBP4. La administración de fenretinida ha sido efectiva como tratamiento en diabetes 
de tipo 2 ya que ha logrado reducir los niveles plasmáticos de RBP4 (Yang., y cols. 
2005). Otra posibilidad farmacológica para bloquear la acción del RBP4 consistiría en 
la administración de anticuerpos anti-RBP4 o en terapias basadas en interferencia del 
RNA del RBP4. Los anticuerpos anti-RBP4 se han utilizado tanto in vitro, (Ost., y cols. 
2007) como in vivo (Casillas-Ramírez A., y cols. 2011). En este último, la 
administración de RBP4, o la inducción de esta adipocitoquina mediante 
precondicionamiento isquémico, tiene efectos beneficiosos en el daño hepático por I/R 
en un modelo de transplante hepático con injertos esteatósicos (Casillas-Ramírez A., y 
cols. 2011). Por el otro lado, no hay estudios acerca de la eficacia del tratamiento co.n 
siRNA de RBP4 in vivo, pero podría tener interés teniendo en cuenta que estas terapias 
génicas basadas en la interferencia del RNA pueden cumplir criterios necesarios para su 
posible utilización clínica, tales como especificidad en los efectos de silenciamiento y 
eficacia in vivo (Ichim T.E., y cols. 2004). Por otra parte, se tendría que evaluar la 
transfección génica de estos siRNA de RBP4 ya que en muchos casos cuando se utiliza 
una terapia génica, (Massip-Salcedo M., y cols. 2008; Llacuna L., y cols. 2006; Sass G., 
y cols. 2007; Li X., y cols. 2007; Contreras J.L., y cols. 2004) se ha de pre-tratar al 
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donante al menos 24 horas antes de su extracción e implantación en el receptor para 
conseguir una transfección génica eficaz en el injerto, lo cual tiene sus limitaciones en 
la práctica clínica.  
 
1.7.3.- RBP4 en la esteatosis hepática 
Numerosos estudios sugieren una correlación de los niveles de RBP4 con un aumento 
de la adiposidad, hasta se ha implicado el RBP4 en el enfermedad del hígado graso no 
alcohólico (NAFLD). Mientras Huang S.H. y Yang Y.J. encontraron que altos niveles 
de RBP4 son independientes de NALFD pero un valor indicativo válido de la 
hipertrigliceridemia en niños; Nobili y cols., encontraron que los niveles de RBP4 eran 
inversamente correlacionados con la gravedad histológica de NAFLD, por lo contrario, 
Huang S.C. y cols., encontraron una correlación positiva entre los niveles de RBP4 y la 
gravedad de NAFLD (Nobili V., y cols 2009; Huang S.C., y cols. 2013). Estas 
diferencias fueron atribuidas a una selección de la población con distinta severidad y 
duración de la enfermedad hepática. Se concluyó que el RBP4 podría comportarse de 
manera diferente según el estadio de NAFLD del paciente (Huang S.C., y cols. 2013). 
Por otro lado, en los modelos experimentales de ratones ob/ob y ratones tratados con 
una dieta rica en grasas, se observaba una sobreregulación de RBP4 en el tejido adiposo. 
En línea con esto, otros estudios también han demostrado que el RBP4 está relacionado 
con elevados niveles de grasa hepática y daños en el hígado, lo que indica que el RBP4 
podría ser un marcador circulatorio de NAFLD (Tan Y., y cols. 2011). En otro estudio 
dónde el RBP4 se ha relacionado con esteatosis hepática, el tratamiento de ratones 
ob/ob con fenretinide reguló el grado de hígado grasos, al menos en parte, por la 
reducción de los niveles de RBP4 plasmático. 
 
1.7.4.- El retinol y los ésteres de retinilo, y su relación con el RBP4 
El retinol o vitamina A, es una vitamina liposoluble, esencial para el ser humano y que 
es introducida en el cuerpo mediante la alimentación. Bajo condiciones normales, la 
mayoría de la vitamina A es almacenada en el hígado, principalmente en las células 
estrelladas. Las células estrelladas almacenan el 80% del retinol hepático y lo liberan 
según el estatus extracelular del retinol. Aunque el paso del retinol de unas células a 
otras aún no se conoce, si se sabe que es almacenado en forma de ésteres de retinilo en 
hepatocitos o en gotas lipídicas en las células estrelladas (Bellovino D., y cols. 1984; 





retinilo requiere su hidrólisis a retinol libre, y este es liberado a la circulación junto con 
el RBP4 (peso molecular de 21 000 Da), formando el complejo retinol-RBP4. El 
complejo retinol-RBP4 (holo-RBP4) es secretado a la circulación, dónde se une con la 
transtiretina (TTR), una proteína transportadora de tirosina (peso molecular de 55 000 
Da) (Tuitoek P.J., y cols. 1996). Están unión de la TTR al holo-RBP4 estabiliza el 
complejo en la circulación. Cuando el retinol es entregado a las células dianas, el retinol 
cruza la membrana plasmática por difusión simple o a través de un receptor específico 
para RBP4. Este mecanismo aun no se conoce con exactitud. Una vez separado del 
retinol, el RBP4 pierde su afinidad por el TTR, vuelve a la circulación como apo-RBP4 
(sinR) y es eliminado a través de los riñones (Figura 10). En las células dianas el retinol 
es metabolizado a ácido retinoico y se une a los receptores nucleares RARs-RXRs para 
promover la transcripción (Bellovino D., y cols. 1984; Tuitoek P.J., y cols. 1996; Lee 
Y.S., y cols. 2012). 
 
 
Figura 10. Dibujo esquemático del transporte y almacenaje del retinol. 
 
Desde hace años se ha demostrado que la secreción hepatocítica del RBP4 es regulada 
por el retinol. De hecho, como se muestra en el hígado de ratas alimentadas con dietas 
sin vitamina A, la liberación del RBP4 es inhibida y se acumula en el hígado en 
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ausencia de vitamina A. Al administrar vitamina A, este RBP4 es inmediatamente 
secretado a la circulación (Ronne H., y cols. 1983; Tuitoek P.J., y cols. 1996).  
 
1.7.5.- Retinol en I/R hepática 
Como se comentará en el siguiente apartado de la presente tesis, los niveles de vitamina 
A, un potente antioxidante, en pacientes con enfermedad hepática crónica, están 
reducidos en comparación con pacientes sanos. Tras la reperfusión de injertos 
esteatósicos, los niveles de vitamina A se reducen, sobre todo en los pacientes con 
enfermedad hepática crónica. Estos pacientes tienen disminuidas sus defensas 
antioxidantes, y esto provoca una mayor lesión hepática por I/R. De esta manera, 
terapias antioxidantes como sería el pre-tratamiento con retinol podría mejorar los 
efectos de la I/R en estos pacientes (Goode H.G., Hepatology 1994). Es más, se ha 
demostrado que el ácido al-trans-retinoico protege los hígados no esteatósicos contra los 
efectos dañinos del estrés oxidativo en isquemia caliente sin hepatectomía (Rao J., y 
cols. 2010). Más tarde, este mismo grupo demostró que la administración de al-trans-
retinoic también protegía frente al daño inflamatorio inducido por la isquemia caliente 
mediante la inhibición de NF-κB (Rao J., y cols. 2013).  
 
1.7.6.- Retinol en la esteatosis y regeneración hepáticas 
Como se ha comentado anteriormente, en condiciones fisiológicamente normales, las 
células estrelladas almacenan el 80% del retinol corporal en las gotas lipídicas de su 
citoplasma, mostrando heterogeneidad zonal según su capacidad de almacenar retinol. 
El tamaño y el número de estas gotas lipídicas están marcadamente influenciado por la 
ingesta de retinol, y por su administración. Se ha observado que tras una hepatectomía 
parcial del 70%, las gotas lipídicas de estas células disminuían durante los 3 días 
siguientes a la hepatectomía, y no se recuperaban hasta 14 días después. Incluso 
desaparece la heterogeneidad de las áreas de almacenaje del retinol de las células 
estrelladas tras la hepatectomía parcial, y no regresaba a la normalidad hasta 14 días 
después de la cirugía, aun y cuando el hígado había recuperado su volumen inicial. En 
la formación de estas gotas lipídicas el enzima lecitin:retinol acetiltransferasa (LRAT) 
juega un papel fundamental. Hasta el punto que las células estrelladas de ratones Lrat-/- 
no contienen gotas lipídicas, y esto se ve acompañado por una ausencia de ésteres de 
retinilo en estos hígados. Utilizando este mismo modelos de ratones Lrat-/-, Shmarakov 





retinoic, y esto provocaba un retraso en la regeneración hepática tras una hepatectomía 
parcial (Shmarakov I.O., y cols. 2013). 
Por otro lado, se han observado altos niveles de vitamina A en pacientes con esteatosis 
simple y en pacientes con NASH. En este mismo estudio, los niveles plasmáticos de 
vitamina A estaban relacionados con la severidad histopatológica del NASH y los 
niveles de vitamina A eran mayores cuanto más infiltración lipídica se encontraba en el 
hígado (Bahcecioglu I.H., 2005). En otro estudio, donde se pretendía estudiar la función 
biológica del ácido retinoico, se utilizaron ratones transgénicos expresando RARE, la 
forma negativa de RARα, que puede suprimir las actividades endógenas de los 
heterodímeros RAR/RXR. Se observó que estos ratones desarrollaban esteatohepatitis 
grave. De este modo se evidencia que el ácido retinoico es indispensable para el 
desarrollo normal de la arquitectura hepática, y que perdida de la funcionalidad del 
ácido retinoico y derivados conduce a la aparición de esteatosis severa, entre otras 
patologías. En este mismo estudio observaron que estos ratones que sobreexpresan 
RARE, tenían un aumento en la actividad de la β-oxidación, sobretodo de la β-
oxidación peroxisomal. Esto en parte era debido a una sobrer-regulación del PPAR-α 
(Yanagitani A., 2004). Es más, el agonista del PPAR-α protege a los hígados 
esteatósicos sometidos a I/R normotérmica, pero no a hígados no esteatósicos (Massip-
















1.8.- Receptor activador de la producción de peroxisomas 
(PPAR) 
 
1.8.1.- Características del PPAR 
Los peroxisomas son orgánulos subcelulares del hepatocito que contienen una batería de 
enzimas antioxidantes que protegen los hepatocitos del daño por oxidantes. La 
proliferación de los peroxisomas en los hepatocitos es inducida, al menos en parte, por 
la activación de los PPAR (Okaya T., y cols. 2004). Los PPAR pertenecen a la 






De todos ellos, se ha demostrado que sólo los PPAR-α y PPAR-γ son importantes 
reguladores del daño post-isquémico, ejerciendo sus efectos sobre la esteatosis y la 
inflamación hepática (Elias-Miró M., y cols. 2012d). 
Se ha demostrado que la presencia de grasa en el hígado no induce cambios en los 
niveles de PPAR-α y PPAR-γ. Aun y así hay controversias. Mientras Massip-Salcedo, y 
cols., y Casillas-Ramírez, y cols., no observaron cambios al comparar ratas Zucker 
esteatósicas con no-esteatósicas, Inoue y cols, y Zhao y cols, observaron mayores y 
menores niveles de PPAR-γ respectivamente en los hígados esteatósicos y no 
esteatósicos, respectivamente. Estas diferencias se podrían explicar en parte por los 
distintos modelos experimentales usados. Por otro lado, se han observado diferentes 
niveles de PPAR-α según el tipo de hígado. En este sentido los hígados esteatósicos 
sometidos a isquemia caliente y los hígados de pacientes obesos con NAFLD presentan 
niveles de PPAR-α más bajos que los hígados no esteatósicos (Elias-Miró M., y cols. 
2012d).  
Los PPARS pueden activar o inhibir la expresión génica, mediante dos mecanismos, la 
transactivación y la transrepresión (Figura 11). 
 
- En la transactivacion, dependiente de DNA y de ligando, los PPAR activan la 





(PPREs) en los genes diana como el RXR. La unión del agonista conduce al 
reclutamiento del complejo co-activador que modifica la estructura de la cromatina, 
facilitando el montaje de la maquinaria transcripcional en el promotor. 
- La transrepresión, dependiente de ligando, podría explicar las acciones anti-
inflamatorias del PPAR. Los PPAR reprimen la transcripción antagonizando las 
acciones de otros factores de transcripción. 
 
 
Figura 11. Mecanismos de acción del PPAR. 
 
Fisiológicamente, los heterodímeros PPAR-RXRs deben unirse a los PPREs en ausencia 
de un ligando. Aunque la activación transcripcional depende de la unión entre el 
heterodímero PPAR-RXR con el ligando, la presencia de PPAR-RXR sin ligando tiene 
efectos que varían en función del promotor y del tipo de célula. Futuras investigaciones 
sobre la estructura de los PPAR y sus mecanismos de regulación transcripcional pueden 
ser útiles para el diseño de nuevas estrategias terapéuticas. Como se explicará en los 
siguientes apartados, las estrategias farmacológicas utilizadas actualmente y que se 
basan en la regulación de PPAR, no podrían incorporarse en la cirugía del hígado 
debido a sus potenciales efectos secundarios. Aun y así, teniendo en cuentas las 
propiedades anti-inflamatorias y anti-obesidad de PPAR-α y PPAR-γ, estrategias 
farmacológicas dirigidas a estos factores de transcripción podrían ser prometedoras 
contra la esteatosis hepática en pacientes sometidos a I/R. Sin embargo, es importante 
tener en cuenta que estas estrategias farmacológicas dependerán del tipo de isquemia 
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(fría o caliente), de la duración de esta, y del tipo de hígado (esteatósicos o no 
esteatósicos) (Elias-Miró M., y cols. 2012d). 
 
1.8.2.- PPAR en I/R hepática 
Pocos estudios han examinado tanto la expresión de PPAR-α hepática inducida por I/R, 
como los beneficios potenciales de antagonistas de PPAR-α en estas condiciones. De 
acuerdo con estudios previos de nuestro grupo, los niveles proteicos y de mRNA de 
PPAR en hígado no esteatósicos durante la I/R fueron similares a los del grupo sham 
(no operado), y no jugaba un papel crucial en la lesión por I/R en hígados no 
esteatósicos (Massip-Salcedo M., y cols. 2008). Esto contrastaba con estudios 
publicados por Okaya y Lentsh (Okaya T., y cols. 2004) y Xu y cols. (Xu S.Q., y cols. 
2008), que informaron de los beneficios de los agonistas de PPAR-α en el daño post-
isquémico. Los efectos protectores fueron posiblemente asociados con reducciones en la 
acumulación de neutrófilos, el estrés oxidativo, y la expresión de TNF y IL-1 (Figura 
12). Aunque la dosis y el tiempo de tratamiento con el agonista de PPAR-α Wy-14,643 
fueron similares, Okaya y Lentsh (Okaya T., y cols. 2004) y Xu y cols. (Xu S.Q., y cols. 
2008) usaron un tiempo de isquemia de 90 minutos, mientras el tiempo de isquemia de 
nuestro grupo fue de 60 minutos. Por lo tanto, 60 minutos de isquemia parecen 
insuficientes para inducir cambios en los niveles de PPAR-α en los hígados no 
esteatósicos. En la esteatosis simple, el tratamiento de ratones con el agonista Wy-
14,643 protege los hígados esteatósicos frente la lesión por I/R, y los beneficios de este 
tratamiento potencialmente ocurren a través de la amortiguación de la molécula de 
adhesión y esteatohepatítis no alcohólica (NASH las respuestas de citoquinas, la 
activación de NF-κB y la producción de IL-6. En hígados esteatósicos sometidos a 
isquemia caliente, estrategias capaces de aumentar el PPAR-α tales como la 
administración de agonistar de PPAR-α o inductores de PC, inhiben laexpresión de 
MAPKS (Figura 12). Esto a su vez inhibe la acumulación de adiponectina en los 
hígados esteatósicos, y los efectos dañinos de la adiponectina sobre el estrés oxidativo y 
la lesión hepática. Teniendo en cuenta estos datos, la regulación del PPAR-α podría ser 
un método alternativo para la reducción del estrés oxidativo presente en los hígados 
esteatósicos tras la I/R. Esto evitaría la necesidad de utilizar terapias frente al estrés 
oxidativo. En un estudio reciente de hígados no esteatósicos sometidos a isquemia 
hepática caliente, la suplementación con ácidos grasos n-3 poliinsaturados (PUFA) 





PUFA. Esto se asoció con una sobrerregulación de PPAR-α, que a su vez redujo la 
señalización de NF-κB y el estrés oxidativo, disminuyendo la respuesta inflamatoria 
(Elias-Miró M., y cols. 2012d). 
 
 
Figura 12. PPAR en I/R hepática. 
 
La función del PPAR-γ en la lesión hepática por I/R no está clara. Resultados previos en 
estudios de trasplante hepático indican que la I/R no indujo cambios en la expresión de 
PPAR-γ en los hígados no esteatósicos, y, en consecuencia, estrategias basadas en su 
regulación no tuvieron ningún efecto sobre la lesión hepática. Estos resultados fueron 
diferentes de los observados en los hígados no esteatósicos en condiciones de isquemia 
caliente. En este estudio, el tratamiento con pioglitazone, un agonista de PPAR-γ, 
inhibió significativamente la lesión hepática por I/R (Figura 12). Este efecto protector 
fue asociado con la inhibición de varias citocinas pro-inflamatorias y la acumulación de 
neutrófilos. Estos resultados estan en consonancia con otros datos que indican que los 
ratones deficientes en PPAR-γ muestran lesiones más graves que ratones no tratados en 
condiciones de isquemia caliente. Por otra parte, el tratamiento con pioglitazone inhibió 
la apoptosis y mejoró significativamente la supervivencia de los ratones en un modelo 
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letal de I/R hepática. Estudios previos indicaron que la activación de PPAR-γ inhibe la 
liberación de TNF-α, IL-1 e IL-6 por los macrófagos, lo que podría ser de interés en los 
hígados esteatósicos. En efecto, en condiciones de I/R normotérmica, se detectaron 
niveles más altos de IL-1 y más bajos de IL-10 en hígados esteatósicos que en hígados 
no esteatósicos. Este desequilibrio entre interleuquinas pro inflamatorias y anti-
inflamatorias aumentó el estrés oxidativo y disminuyó la tolerancia de los hígados 
esteatósicos a la lesión por I/R (Elias-Miró M., y cols. 2012d). 
Los resultados anteriores indican que la activación de PPAR-γ con rosiglitazone 
aumenta la autofagia y protege contra la lesión hepática por I/R. La autofagia es el 
proceso de reciclaje de proteínas y orgánulos viejos a través de la degradación 
lisosomal. Por lo tanto, estos resultados sugieren que el PPAR-γ tiene propiedades anti-
inflamatorias y puede ser relevante durante la lesión hepática de I/R. De acuerdo con 
estos datos, la activación de PPAR-γ sería un mecanismo clave en estrategias 
farmacológicas o quirúrgicas para hígados esteatósicos sometidos a I/R. En línea con 
esto, resultados basados en hígados perfundidos aislados indicaron que la adición de 
factores de crecimiento [factor de crecimiento epidérmico (EGF) y de crecimiento 
similar a la insulina factor de - 1 (IGF-I)] a la solución de preservación de la 
Universidad de Wisconsin (UW) protegía los hígados esteatósicos debido a la 
sobreexpresión de PPAR. Del mismo modo, pre tratamientos con EGF protegieron los 
hígados esteatósicos sometidos a isquemia caliente mediante la sobreexpresión de 
PPAR-γ (Figura 12). Por otra parte, en isquemia hepática caliente, una regulación 
positiva del PPAR-γ era un mecanismo clave en los beneficios de los bloqueadores 
farmacológicos de la angiotensina II [antagonistas de la angiotensina II e inhibidores de 
la enzima convertidora de angiotensina (ACE)] en hígados esteatósicos. Sin embargo, 
tal y como se ha comentado anteriormente, el papel del PPAR-γ en la lesión hepática 
por I/R podría depender de las condiciones quirúrgicas, como ha demostrado un reciente 
estudio en modelo de trasplante hepático dónde un antagonista del PPAR-γ fue eficaz en 
los hígados esteatósicos, sugiriendo un papel perjudicial del PPAR-γ en estas 
condiciones. En consonancia con este hallazgo, la inhibición del PPAR-γ era un 
mecanismo clave en los beneficios del tratamiento con RBP4 y PC en injertos hepáticos 
esteatósicos. Teniendo en cuentas estos resultados, fármacos dirigidos a la regulación 
del PPAR-γ pueden potencialmente aumentar el número de órganos aptos para el 
trasplante. Sin embargo, los datos reportados sobre PPAR-γ en modelos de trasplante de 





tamaño reducido. En tal situación clínica, se debe considerar la regeneración del hígado 
inherente a este procedimiento quirúrgico y el mecanismo de daño hepático derivado ed 
la eliminación de la masa hepática (Elias-Miró M., y cols. 2012d). 
 
1.8.3.- PPAR en la esteatosis hepática 
Numerosos estudios sugieren que las acciones del PPAR-α pueden prevenir la 
esteatosis. Los ratones deficientes en PPAR-α desarrollan esteatosis hepática tanto en 
ayunas como al alimentarse con una dieta altamente rica en grasas. En línea con estos 
resultados, el tratamiento con un agonista de PPAR-α disminuyó la esteatosis en ratones 
alimentados con una dieta deficiente en metionina y colina (MCD). En otro estudio, la 
activación de PPAR-α con el agonista Wy-14,643 mejoró el NASH y la esteatohepatítis 
inducidas con una dieta MCD. El papel crítico de los PPAR-α en la mejora de la 
esteatosis está mediado a través de la regulación de una amplia variedad de genes 
implicados en los sistemas de β-oxidación peroxisomal, mitocondrial, y microsomal de 
ácidos grasos en el hígado. Cuando los hígados esteatósicos son sometidos a ciertos 
tipos de estrés, como la hepatectomía parcial, la activación del PPAR-α por el 
benzafibrato reduce la disponibilidad de ácidos grasos de la circulación, reduciendo de 
este modo la síntesis de esfingolípidos hepáticos (Tabla 2) (Elias-Miró M., y cols. 
2012d). 
Es bien conocido  que el n-3 PUFA y sus ácidos grasos derivados activan el PPAR-α, 
que luego se heterodimeriza con RXR y el receptor X del hígado, dando lugar a la 
transcripción de un gran número de genes implicados en el metabolismo de los lípidos. 
Los n-3 PUFA son activadores de PPAR-α in vivo más potentes que los n-6 PUFA. 
Además, los metabolitos de los PUFA, tales como los eicosanoides o los ácidos grasos 
oxidados tienen uno o dos veces más afinidad por PPAR-α, y son consecuentemente 




























Tabla 2. Efecto de las estrategias que regulan los PPAR en el daño hepático, la esteatosis y la 
regeneración en modelos experimentales y en pacientes. Angiotensina II, Ang II; deficiente en colina, 
CD; factor de crecimiento epidérmico, EGF; dieta rica en grasas, HFD; factor de crecimiento similar a la 
insulina-1, IGF-1; deficiente en metionina y colina, MCD; esteatohepatitis no alcohólica, NASH; receptor 
activador de la proliferación de peroxisomas, PPARs; ácidos grasos poli-insaturados, PUFAs; 
precondicionamiento isquémico PC; proteína transportadora de retinol tipo 4: RBP4. Tabla obtenida del 
artículo: Elias-Miró M., y cols. 200d. 
 
La interacción del PPAR-α con su sitio de reconocimiento de DNA esta notablemente 
mejorado por ligandos tales como los fármacos fibrato hipotrigliceridémicos, ácido 
linoleico conjugado y los PUFA. El descubrimiento del PPAR-α llevó rápidamente a la 
idea de que este era un factor de transcripción clave para inhibir genes que codifican 
para las proteínas de oxidación lipídica e inducir genes que codifican proteínas de 
oxidación lipídica. En línea con esta idea, estudios recientes sugieren que los ácidos 
grasos servirían como importantes mediadores de la expresión génica, trabajando vía los 
PPAR para controlar la expresión de los genes implicados en el metabolismo de los 
lípidos, la glucosa y la adipogénesis. Neschen y cols. (Neschen S., y cols. 2002) 
también demostraron que la administración de aceite de pescado aumenta los ácidos 
grasos hepáticos a través de su capacidad de funcionar como un ligando activador de 
PPAR-α, y de ese modo induce la transcripción de varios genes que codifican proteínas 
relacionadas con la oxidación de ácidos grasos. Otros estudios que examinan los efectos 
de la alimentación con aceite de pescado sobre la expresión de varios genes en ratones 
knockout para PPAR, indicaron claramente que la regulación genética mediada por este 





dependiente de PPAR-α. Las enzimas de oxidación peroxisomasl (CYP4A2) y 
microsomal (AOX) són PPAR-α dependientes y sobrerreguladas por la dieta rica en 
aceite de pescado, mientras que las enzimas de síntesis lipídica (FAS y S14) están 
inhibidas y son independientes de PPAR-α. Esto indica que la regulación de la 
lipogénesis hepática de novo y la oxidación de ácidos grasos no son mediados a través 
de un factor común (por ejemplo, PPAR-α) (Elias-Miró M., y cols. 2012d). 
Teniendo en cuenta todos estos. datos, la regulación de PPAR-α por PUFA, 
especialmente n-3 PUFA y posiblemente ácido linoleico conjugado, podría ofrecer una 
explicación de los beneficios reportados de estos ácidos grasos en diferentes patologías 
(Elias-Miró M., y cols. 2012d). 
En pacientes obesos con NAFLD, el aumento de la producción de RLO conduce a un 
agotamiento de n-3 PUFA debido a una mayor peroxidación lipídica. Como el PPAR-α 
es activado mediante la unión directa a n-3 PUFA, su función hepática está 
comprometida en la obesidad. Esto impidió la sobre-regulación de genes implicados en 
el transporte de lípidos, la β-oxidación de ácidos grasos y la termogénesis, favoreciendo 
la síntesis de ácidos grasos y de triacilglicerol sobre la β-oxidación de ácidos grasos y 
promoviendo así la esteatosis hepática. Por lo tanto, la activación de PPAR-α mediante 
la suplementación con n-3 PUFA mejoró la esteatosis en pacientes obesos con NAFLD. 
En línea con esto, los pacientes con NASH tienen bajos niveles circulantes de n-3 
PUFA, con el consiguiente aumento del ratio ácidos grasos n-6/n-3 y alteración del 
PPAR-α en el hígado de la actividad hepática de PPAR-α. Por otra parte, los PUFA 
activan al PPAR-α, aumentando así la β-oxidación de ácidos grasos, por lo que pueden 
cambiar el equilibrio de energía desde el almacenamiento hasta el consumo. Los n-3 
PUFA reducen el daño hepático y los niveles de lípidos en suero de pacientes con 
NAFLD. En otro estudio, pacientes con hiperlipidemia, hipercolesterolemia y sobrepeso 
fueron tratados con ácidos grasos n-3, atorvastatina y orlistat, respectivamente. Los tres 
grupos de pacientes mostraron menos daño hepático, menor esteatosis y una reducción 
de los lípidos séricos (Elias-Miró M., y cols. 2012d). 
Teniendo en cuenta que la esteatosis es un factor de riesgo en la cirugía del hígado, las 
estrategias encaminadas a reducir la esteatosis pueden aumentar la tolerancia de estos 
hígados a la I/R. Existen evidencias de que la regeneración del hígado se altera en 
ciertos modelos genéticos en que el hígado contiene exceso de grasa. Por ejemplo, los 
hígados esteatósicos de ratones Ob esteatósicos presentan una regeneración hepática 
defectuosa y alta mortalidad después de una hepatectomía parcial. Del mismo modo, se 
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observó un deterioro en la regeneración hepática en hígados esteatósicos sometidos a 
hepatectomía parcial con oclusión vascular en comparación con hígados no esteatósicos. 
Por el contrario, los fármacos que reducen la esteatosis hepática, tales como reguladores 
de PPAR-α, deben ser considerados con precaución en la cirugía hepática clínica, ya 
que como indican otros estudios, estrategias genéticas y farmacológicas que reducen la 
acumulación de lípidos también pueden dificultar la regeneración del hígado. Por lo 
tanto, una pregunta importante por resolver es hasta qué punto debemos reducir la 
esteatosis en los hígados esteatósicos para proteger este tipo de hígado. Otra cuestión 
interesante por resolver es si debemos reducir la esteatosis antes del procedimiento 
quirúrgico, y por lo tanto evitar la vulnerabilidad de los hígados esteatósicos al daño por 
I/R, o por el contrario, usar fármacos para reducir los triglicéridos hepáticos durante la 
cirugía, y así conservar la energía necesaria para la regeneración del hígado. Por otra 
parte, investigaciones encaminadas a evaluar si la administración a corto plazo de los 
agonistas de PPAR-α podrían aliviar la esteatosis hepática del hígado esteatósicos antes 
de la I/R serían de interés para la práctica clínica debido a que hay dificultados obvias 
acerca de la viabilidad de la administración de agonistas de PPAR-α a largo plazo en 
algunos procesos de I/R, en particular en trasplante hepático de donante cadavérico. Se 
trata de un procedimiento de emergencia en el que hay muy poco tiempo para pre-tratar 
el donante con agonistas de PPAR-α (Elias-Miró M., y cols. 2012d). 
Varios estudios atribuyen al PPAR-γ un papel en el desarrollo de esteatosis por 
mecanismos que implican la activación de los genes lipogénicos y la lipogénesis de 
novo. En consonancia, la supresión selectiva de PPAR-γ en los hepatocitos protege a los 
ratones contra la esteatosis hepática inducida dietéticamente, lo que sugiere un papel 
pro-esteatósico del PPAR-γ. Del mismo modo, los ratones con PPAR-γ selectivamente 
silenciado en el hígado están protegidos frente a la esteatosis hepática. Además, el 
tratamiento de ratones ob/ob con rosiglitazona aumenta la esteatosis hepática. Por el 
contrario, existen diferentes resultados en relación al efecto del PPAR-γ en la esteatosis 
hepática. En efecto, ratones deficientes en PPAR-γ desarrollan un NAFLD más severo 
al ser tratados con una dieta MCD, mientras que una sobreexpresión de PPAR-γ 
mediada con adenovirus atenuaba la progresión del NASH. En línea con este hallazgo, 
el tratamiento con rosiglitazona previno el desarrollo de NASH en un modelo de ratones 
tratados con MCD, y se obtuvieron resultados similares utilizando pioglitazona, un 
agonista de PPAR-γ. Estos diferentes resultados pueden explicarse por diferencias en 





para inducir la esteatosis hepática, el tipo de estrategia genética utilizada para inducir la 
sobreexpresión de PPAR o deficiencia de este, así como las diferencias en los tiempos 
de pre-tratamiento de los fármacos utilizados (Elias-Miró M., y cols. 2012d). 
 
1.8.4.- PPAR en la regeneración hepática 
Estudios recientes han demostrado que la regeneración hepática está deteriorada en un 
número de modelos animales con enfermedad de hígado graso. Ratones knockout para 
PPAR-α sometidos a hepatectomía parcial tienen un deterioro de la capacidad de 
regenerar la masa hepática. Nuevos estudios indican que PPAR-α es un modulador 
crucial de la energía necesaria para la reparación de daños hepáticos. Por ejemplo, los 
hepatocitos en las regiones periportales, que se dividen y replican después de una 
hepatectomía parcial, requieren la oxidación mitocondrial de ácidos grasos para generar 
energía. El PPAR-α controla la expresión constitutiva de los genes implicados en la 
oxidación mitocondrial de ácidos grasos, incluyendo la carnitina palmitoiltransferasa-1. 
En ratones deficientes en PPAR-α, la regeneración hepática también se asocia con la 
expresión alterada de genes implicados en el control del ciclo celular y la señalización 
de citoquinas. Estudios con agonistas de PPAR-α indican que este regula genes 
implicados en el ciclo celular (Ccnd1 y cMyc), así como IL1r1 e IL-6R (Figura 13) 





Figura 13. PPAR en la regeneración hepática. 
 
Es bien conocido que el PPAR-α afecta a la transcripción de un número de genes 
implicados en el catabolismo lipídico y en la β-oxidación peroxisomal y mitocondrial, 
lo que resulta en la generación de ATP, que se requiere como “combustible” para la 
reparación y regeneración del hígado. Por el contrario, en condiciones en las que la 
función y/o expresión del PPAR-α se altera, tales como en esteatosis hepática o injertos 
de tamaño reducido, el metabolismo de los ácidos grasos se desvía hacia la acumulación 
de grasa inadecuadamente metabolizada, favoreciendo la generación de RLO. En 
consecuencia, se reduce la producción de ATP, y aumenta la necrosis hepatocitaria yse 
interrumpe la reparación del hígado (Figura 13) (Elias-Miró M., y cols. 2012d). 
Los resultados anteriores indican que la regeneración hepática de los hígados 
esteatósicos es debido en parte a la inhibición del PPAR-α a través del eje AdipoR2. La 
inhibición del PPAR-α, aumentó la acumulación de triglicéridos en los hepatocitos e 
inhibió la expresión de las enzimas hepáticas que contribuyen a la oxidación de ácidos 
grasos (Figura 13). Esto se asoció con un aumento de la peroxidación de lípidos y una 





En contraste con estos datos que indican los efectos beneficiosos del PPAR-α en la 
regeneración hepática, datos recientes indican que la activación de PPAR-α por 
benzafibrato tiene efectos negativos en la regeneración hepática, lo que puede atribuirse 
a la inhibición de la síntesis de novo de esfingolípidos. Presumiblemente, el 
benzafibrato afecta a la síntesis de novo de esfingolípidos mediante una disminució de 
ácidos grasos disponibles (Figura 13). La activación de PPAR-α por benzafibrato 
prácticamente previno el aumento post-operatorio de ácidos grasos plasmáticos no 
esterificados tras una hepatectomía parcial. Esto puede explicarse por la inhibición de la 
actividad de los ligandos del PPAR-α y sus propiedades anti-inflamatorias, lo cual 
disminuye la liberación de citoquinas tales como TNF e IL-6. Ambos eventos inhibieron 
la lipólisis en los adipocitos aislados, resultando en una menor liberación de ácidos 
grasos de fuentes extrahepáticas después de una hepatectomía parcial (Elias-Miró M., y 
cols. 2012d). 
La actividad del PPAR-γ es probablemente regulada durante la regeneración hepática 
normal, y la interrupción de esta podría afectar la respuesta regenerativa. La 
pioglitazona mejoró el fallo regenerativo hepático en ratones obesos. Este efecto se 
asoció con una reducción de los niveles de TNF-α e IL-6. Sin embargo, se han obtenido 
resultados inconsistentes en relación con el efecto de PPAR-γ en la regeneración del 
hígado. En efecto, la rosiglitazona inhibe la proliferación de hepatocitos en ratones 
sometidos a hepatectomía parcial mediante la reducción de la expresión de p38 y de las 
ciclinas (Elias-Miró M., y cols. 2012d). 
Teniendo en cuenta los resultados inconsistentes reportados hasta la fecha sobre el papel 
de los PPAR en la regeneración hepática, es difícil discernir si debemos inhibirlo o 
activarlo para promover la regeneración del hígado tras una cirugía hepática. 
  
1.8.5.- Moduladores del PPAR en la práctica clínica 
Basándose en los datos reportados en modelos experimentales (tal y como se ha descrito 
anteriormente), diferentes estrategias basadas en la regulación de los PPAR podrían 
ejercer efectos sobre la esteatosis, la inflamación, o la regeneración. Se desconoce si 
estos enfoques farmacológicos pueden derivar en tratamientos clínicos, sigue siendo un 
misterio. Por ejemplo, las tiazolidinedionas (TZD) no se deben aplicar en la cirugía 
hepática clínica debido a sus posibles efectos secundarios. Las TZD (pioglitazona, 
troglitazona, y rosiglitazona) son agonistas sintéticos del PPAR-γ que se utilizan 
ampliamente como agentes antidiabéticos. Sin embargo, el tratamiento prolongado de 
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ratones obesis y diabéticos con TZD resultó en el desarrollo de esteatosis severa, que 
puede conducir a esteatohepatitis y/o fibrosis. La administración de troglitazona se 
asoció con el desarrollo de la insuficiencia hepática aguda idiosincrásica y por lo tanto 
fue retirado del mercado. Se sabe que la pioglitazona y rosiglitazona de sus efectos 
hepatotóxicos (Elias-Miró M., y cols. 2012d). 
Los agonistas del PPAR-α son clínicamente y funcionalmente relevantes como agentes 
terapéuticos contra la hiperlipidemia y agentes para reducir las complicaciones de la 
enfermedad vascular periférica en pacientes diabéticos. A pesar de su papel 
potencialmente beneficioso, los agonistas del PPAR-α deben utilizarse juiciosamente. 
La administración a corto plazo en humanos (1-10 días), sería poco probable que 
produjese efectos genotóxicos permanentes. Sin embargo, la exposición a largo plazo a 
estos fármacos, que sería necesaria para reducir la esteatosis hepática, puede resultar, 
entre otros efectos, en daño oxidativo del ADN (Elias-Miró M., y cols. 2012d). 
Otros estudios también serán requeridos para esclarecer si los factores de crecimiento, 
los bloqueadores de Ang II o RBP4 pueden ser estrategias farmacológicas de protección 
más seguros para la regulación de los PPAR en la lesión hepática por I/R en la práctica 
clínica (Figura 14). Sin embargo, ninguna de las estrategias mencionadas anteriormente 

































































La lesión por I/R hepática, inherente a la cirugía hepática, continúa siendo un problema 
sin resolver en la práctica clínica a pesar de los recientes avances en los tratamientos 
farmacológicos, quirúrgicos y del establecimiento de estrategias de terapia génica. Esta 
I/R hepática es especialmente problemática cuando se trata de hígados esteatósicos 
sometidos a resección parcial. La I/R afecta negativamente el proceso de la 
regeneración, siendo este efecto más evidente en presencia de esteatosis. En los últimos 
años, las investigaciones se han centrado en las adipocitoquinas como potenciales 
dianas terapéuticas en distintas patologías relacionadas con la obesidad y el síndrome 
metabólico. Desde hace tiempo se sabe que las adipocitoquinas regulan la esteatosis, la 
inflamación y la fibrosis, incluso han sido implicadas en la vulnerabilidad de los 
hígados esteatósicos a la lesión por I/R. El RBP4, adipocitoquina sintetizada en el 
hígado, ha demostrado ser efectivo un el modelo experimental de trasplante hepático, 
pero hasta la fecha no hay estudios sobre sus efectos en isquemia normotérmica 
asociada a las resecciones hepática. En base a estos antecedentes los objetivos de la 
presente tesis son los siguientes: 
 
1. Investigar el papel del RBP4 en la lesión hepática y la regeneración en hígados 
esteatósicos y no esteatósicos sometidos a hepatectomía parcial con I/R. 
2. Evaluar la relación existente entre el RBP4 y el retinol teniendo en cuenta que 
una de las principales funciones del RBP4 es transportar retinol en plasma. 
3. Evaluar los posibles mecanismos de protección de estrategias farmacológicas 
que modulen el RBP4 y/o el retinol en la lesión y regeneración hepática en 
hígados esteatósicos y no esteatósicos sometidos a cirugía. 
 
Los resultados que se obtengan a partir de tales investigaciones podrían derivar en 
nuevas terapias farmacológicas en las resecciones hepáticas clínicas, y en trasplante 
hepático con injertos de tamaño reducido. Esto incidiría en una mayor tolerancia de los 
injertos esteatósicos frente a la lesión por I/R y al fallo en la regeneración, y en una 









































3.1.- Animales de experimentación 
 
Los animales utilizados en los diversos estudios experimentales de esta tesis fueron 
ratas macho de entre 14-16 semanas de edad de la cepa Zucker (Iffa-Credo, L’Abresle, 
France), mantenidas en el estabulario de la Facultad de Medicina de la Universidad de 
Barcelona, como mínimo durante una semana antes de llevar a cabo la intervención 
quirúrgica. Las condiciones ambientales se mantuvieron constantes: temperatura de 21-
22ºC, humedad relativa del 70% y ciclos de luz-oscuridad de 12 h. Los animales se 
alimentaron ad libitum con una dieta con un 12% de grasa, un 28% de proteína y un 
60% de hidratos de carbono (5001 rodent diet; PMI Inc., Brentwood, MO, USA). Todos 
los estudios se realizaron de acuerdo con las normas reguladoras de la Unión Europea 
para modelos de experimentación animal (Directiva 86/609/ECC). 
 
 
Figura 15. Animales de experimentación. A) Rata Zucker obesa (Ob) y B) Rata Zucker lean (Ln). 
 
Las ratas de la cepa Zucker constituyen un modelo bien definido de obesidad inducida 
nutricionalmente. A diferencia de otros modelos experimentales de esteatosis que 
utilizan  una dieta deficiente en colina-metionina o rica en alcohol; la esteatosis hepática 
que se produce en las ratas Zucker no está asociada con inflamación hepática (Selzner 
M., y cols. 2000; Koteish A., y cols. 2001). Las ratas Zucker presentan dos fenotipos 
diferentes: las ratas Zucker heterocigotos (fa/-) de fenotipo delgado (Ln) (Figura 15), 
que tienen receptores cerebrales de leptina y mantienen un fenotipo delgado toda su 
vida; y las ratas Zucker homocigotos (fa/fa) de fenotipo obeso (Ob), que carecen de 
receptores cerebrales de leptina y desarrollan obesidad desde las 8 semanas de edad 
debido al incremento en la ingesta de comida y a la disminución del gasto calórico. 
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La diferencias de esteatosis entre los animales Ln y los Ob se determinó utilizando una 
tinción específica para lípidos, RedOil. Los animales Ln no muestran evidencia de 
esteatosis. Por lo contrario, en las ratas Ob se observó una infiltración grasa severa 
(entre el 60%-70% de esteatosis) macrovesicular y microvesicular en el citoplasma de 
los hepatocitos  (Figura 16). 
 
 
Figura 16. Diferencias histológicas de esteatosis entre ratas Zucker Ob y ratas Zucker Ln mediante 
tinción RedOil. A) Rata Zucker Ln sin evidencias de esteatosis y B) Rata Zucker Ob con infiltración 




























3.2.- Modelo experimental 
 
3.2.1.- Anestesia 
Todos los procedimientos se llevaron a cabo bajo anestesia inhalatoria. La inducción 
anestésica se realizó con isofluorano (Forane®, Abbot laboratorios, Chicago, IL., USA) 
al 4% con un flujo de oxígeno de 2.5 a 3L/min.  
 
3.2.2.- Procedimiento quirúrgico de la hepatectomía parcial con 
isquemia y reperfusión 
Una vez anestesiada la rata, se rasuró el abdomen y se colocó de cúbito supino sobre la 
mesa de operaciones. El campo quirúrgico se lavó con povidona iodada. Se realizó una 
laparotomía vertical, siguiendo la línea blanca que se aprecia a lo largo del vientre del 
animal. A continuación se seccionó los ligamentos hepáticos. Posteriormente se clampó 
el lóbulo triangular con las pinzas Statinsky, y la vena porta con un clamp tipo 
“Bulldog”. Cuando empezó el tiempo de isquemia se anudó y seccionó los lóbulos 
medio y el triangular. Cuando se cumple la hora de isquemia, se retiró el clamb 
vascular. Rápidamente anudó y seccionó el lóbulo inferior derecho y los lóbulos 
caudatos. Una vez cerrado el animal, se empezó a contabilizar las horas de reperfusión 
para recoger las muestras  (Figura 17). 
 
Figura 17. Hepatectomía parcial con isquemia y reperfusión. A) Lóbulos hepáticos; B) Lóbulo derecho-
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3.3.- Diseño experimental 
 
En la Tabla 3 se presenta un resumen del diseño experimental y las determinaciones 
analíticas realizadas en este estudio. Los protocolos experimentales se describen en 
detalle a continuación. 
 
Protocolo 1: Efectos del RBP4 en hepatectomía parcial con I/R 
Para evaluar el papel del RBP4 en la lesión hepática y la regeneración en condiciones de 
hepatectomía parcial con I/R, se realizaron los siguientes grupos experimentales: 
 
1. Sham (n=12, 6 Ln y 6 Ob): Los animales Ln y Ob se sometieron a anestesia y 
laparotomía transversal. 
2. Hepatectomía parcial con I/R (PH+I/R) (n=12, 6 Ln y 6 Ob): Los animales Ln 
y Ob se sometieron a una resección hepática parcial (del 70 %) con 60 minutos 
de isquemia y posterior reperfusión de 24 horas. 
3. Hepatectomía parcial con I/R + RBP4 (PH+I/R+RBP4) (n=12, 6 Ln y 6 Ob, 
por cada dosis evaluada): Igual que el grupo 2, pero tratado con diferentes dosis 
de RBP4 (AdipoGen Inc., Seoul, Korea). Dosis de RBP4: 5, 10, 25, 50 y 
150μg/kg. 
 
Protocolo 2: Efectos del retinol en hepatectomía parcial con I/R 
Para evaluar el papel del retinol en la lesión hepática y la regeneración en condiciones 
de hepatectomía parcial con I/R, se realizaron los siguientes grupos experimentales: 
 
4. Hepatectomía parcial con I/R + retinol (PH+I/R+Retinol) (n=12, 6 Ln y 6 Ob, 
por cada dosis evaluada): Igual que el grupo 2, pero tratado con diferentes dosis 
de retinol (Sigma-Aldrich, España). Dosis de retinol: 5, 10, 15 y 30mg/kg. 
 
Protocolo 3: Efectos del RBP4 y retinol en combinación en hepatectomía parcial 
con I/R 
Para evaluar el efecto de la combinación de RBP4 y retinol en combinación en la lesión 
hepática y la regeneración en condiciones de hepatectomía parcial con I/R, se realizaron 
los siguientes grupos experimentales. 
 




5. Hepatectomía parcial con I/R + RBP4 (PH+I/R+RBP4) (n=12, 6 Ln y 6 Ob): 
Igual que el grupo 2, pero con administración previa de RBP4 (AdipoGen 
Inc.,Seoul, Korea), a dosis de 5 μg/kg por vía intravenosa. 
6. Hepatectomía parcial con I/R + retinol (PH+I/R+Retinol) (n=12, 6 Ln y 6 
Ob): Igual que el grupo 2, pero con administración previa de retinol (Sigma-
Aldrich, España), a dosis de 10 mg/kg por vía intraperitoneal. 
7. Hepatectomía parcial con I/R + RBP4 + retinol (PH+I/R+RBP4+Retinol) 
(n=12, 6 Ln y 6 Ob): Igual que el grupo 2, pero con administración previa de 
RBP4 (AdipoGen Inc., Seoul, Korea), a dosis de 5 μg/kg por vía intravenosa y 
retinol (Sigma-Aldrich, España), a dosis de 10 mg/kg por vía intraperitoneal. 
 
Protocolo 4: Efecto del retinol sobre el daño hepático, la actividad proliferativa y el 
grado de esteatosis, en función del tiempo de reperfusión  
Para evaluar el papel del retinol en función del tiempo de reperfusión en la lesión 
hepática, la regeneración y el grado de esteatosis en condiciones de hepatectomía 
parcial con I/R, se realizaron los siguientes grupos experimentales. 
 
8. Hepatectomía parcial con I/R en función del tiempo de reperfusión 
(PH+I/R(RT)) (n=12, 6 Ln y 6 Ob, por cada tiempo de reperfusión evaluado): 
Igual que el grupo 2, pero con administración de Bromodeoxirudine (BrdU) a 
dosis de  50 mg/kg 1 hora antes de la cirugía intraperitoneal.  
9. Hepatectomía parcial con I/R + retinol en función del tiempo de reperfusión 
(PH+I/R+Retinol (RT)) (n=12, 6 Ln y 6 Ob, por cada tiempo de reperfusión 
evaluado): Igual que el grupo 4, pero con administración de Bromodeoxirudine 
(BrdU) a dosis de  50 mg/kg 1 hora antes de la cirugía intraperitoneal.  
 
Protocolo 5: Mecanismo de acción del retinol en el hígado esteatósico en 
hepatectomía parcial con I/R  
Para evaluar los mecanismos de acción del retinol en la lesión hepática y la 
regeneración en condiciones de hepatectomía parcial con I/R, se realizaron los 
siguientes grupos experimentales. 
 
10. Hepatectomía parcial con I/R + retinol + antagonista de retinol 
(Retinol+antagPPAR-γ) (n=6 Ob): Igual que el grupo 2, pero con administración 
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previa de retinol (Sigma-Aldrich, España), a dosis de 10 mg/kg por vía 
intraperitoneal y el antagonista de PPAR-γ, GW9662 (Alexis Biochemicals, 




































Protocolo 1. Efectos del RBP4 en PH+ I/R 
1. Sham (n=12), dividido en dos grupos; 
     1.1 Sham (n=6 Ln) 
     1.2 Sham (n=6 Ob) 
2. PH+I/R (n=12), dividido en dos grupos; 
     2.1 PH+I/R (n=6 Ln) 
     2.2 PH+I/R (n=6 Ob) 
 
3. RBP4, dividido en dos grupos; 
     3.1 RBP4 (n=6 Ln) 
 
     3.2 RBP4 (n=6 Ob) 
 
Laparotomía transversal de animales Ln. 
Laparotomía transversal de animales Ob. 
 
Animales Ln sujetos a hepatectomía parcial con isquemia y reperfusión. 
Animales Ob sujetos a hepatectomía parcial con isquemia y reperfusión. 
 
Como en el grupo 2.1, pero tratados con distintas dosis de RBP4 (5, 10, 
25, 50 y 150μg/kg). 
Como en el grupo 2.2, pero tratados con distintas dosis de RBP4 RBP4 (5, 
10, 25, 50 y 150μg/kg). 
Determinaciones: 
Grupos 1 y 2: 
Grupos 1, 2 y 3: 
 
RBP4 en hígado y plasma 
Daño hepático (transaminasas plasmáticas y grado de lesión celular), 
regeneración hepática (HGF, TGF-β y porcentaje de hepatocitos Ki-67 
positivos) y supervivencia (durante 14 días tras la cirugía). 
Protocolo 2. Efectos del retinol en PH+ I/R 
4. Retinol (n=12), dividido en dos grupos; 
     4.1 Retinol (n=6 Ln) 
 
     4.2 Retinol (n=6 Ob) 
 
Como en el grupo 2.1, pero tratados con distintas dosis de retinol (5, 10, 
15 y 30mg/kg). 
Como en el grupo 2.2, pero tratados con distintas dosis de retinol (5, 10, 
15 y 30mg/kg). 
Determinaciones: 
Grupos 1 y 2: 
Grupos 1, 2 y 4: 
 
Retinol y ésteres de retinilo. 
Daño hepático (transaminasas plasmáticas y grado de lesión celular), 
regeneración hepática (HGF, TGF-β y porcentaje de hepatocitos Ki-67 
positivos) y supervivencia (durante 14 días tras la cirugía). 
Protocolo 3. Efectos la combinación de RBP4 y retinol en PH+ I/R 
5. RBP4 (n=12, 6 Ln y 6 Ob) 
6. Retinol (n=12, 6 Ln y 6 Ob) 
7. RBP4+Retinol (n=12, 6 Ln y 6 Ob) 
Como en el grupo 2, pero tratados con RBP4 (5 μg/kg). 
Como en el grupo 2, pero tratados con retinol (10 mg/kg). 
Como en el grupo 2, pero tratados con RBP4 (5 μg/kg) y retinol (10 
mg/kg). 
Determinaciones: 
Grupos 1, 2.2, 5, 6 y 7: 
 
 
Daño hepático (transaminasas plasmáticas y grado de lesión celular), 
regeneración hepática (HGF, TGF-β y porcentaje de hepatocitos Ki-67 
positivos), supervivencia (durante 14 días tras la cirugía), retinol y ésteres 
de retinilo en hígado y plasma, RBP4, TTR y relación RBP4/retinol en 
plasma. 
Protocolo 4. Efecto, dependiente del tiempo de reperfusión, del retinol  
8. PH+I/R(TR) (n=36, 18 Ln y 18 Ob) 
 
9. Retinol(TR) (n=36, 18 Ln y 18 Ob) 
 
Como en el grupo 2, pero con tiempos de reperfusión de 12, 24 y 48 horas. 
 
Como en el grupo 4, pero con tiempos de reperfusión de 12, 24 y 48 horas. 
Determinaciones: 
Grupos 8 y 9: 
 
Daño hepático (transaminasas plasmáticas), regeneración hepática (índice 
mitótico y porcentaje de hepatocitos BrdU positivos), triglicéridos en 
hígado y plasma, y esteatosis hepática (RedOil). 
Protocolo 5. Mecanismo de acción del retinol en el hígado esteatósico en PH+ I/R 
10. Retinol+antagonistsPPAR-γ (n= 6 Ob) Como en el grupo 2.2, pero tratados con retinol (10 mg/kg) y antagonista 
de PPAR-γ (1 mg/kg). 
Determinaciones: 
Grupos 1.2, 2.2 y 6: 
Grupos 1.2, 2.2, 6 y 10: 
 
 
Estrés oxidativo (MDA y nitrotirosinas), PPAR-α y PPAR-γ. 
Daño hepático (transaminasas plasmáticas y grado de lesión celular), 
regeneración hepática (HGF, TGF-β y porcentaje de hepatocitos Ki-67 
positivos), triglicéridos en hígado y plasma, y esteatosis hepática (RedOil). 
Tabla 3. Diseño experimental y determinaciones analíticas 
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3.4.- Recogida y procesamiento de las muestras 
 
En todos los grupos experimentales descritos, se recogieron muestras de plasma e 
hígado después de 24 horas de reperfusión. En el grupo Sham, las muestras de hígado y 
tejido se tomaron 24 horas después de la laparotomía. En el protocolo 4, las muestras 
fueron obtenidas a las 12, 24 y 48 horas de reperfusión. Las muestras de sangre se 
tomaron de la vena cava inferior infra-hepática, utilizando heparina como 
anticoagulante. Estas muestras se mantuvieron a 4ºC hasta que se centrifugaron a 3000 
rpm durante 10 minutos a 4ºC para obtener el plasma. El plasma se mantuvo congelado 
a -80ºC hasta la realización de las correspondientes determinaciones analíticas. 
Inmediatamente después de recoger muestras de tejido hepático, una parte de este se 
congeló con nieve carbónica y se mantuvo a -80ºC hasta su posterior procesamiento. 
Otra parte del tejido hepático se fijó en formaldehído tamponado al 4% para realizar 
después el estudio histológico e inmunohistoquímico. 
Para evaluar la lesión hepática se realizaron las siguientes determinaciones: 
transaminasas y estudio histológico del tejido hepático en cortes histológicos de hígado. 
Para evaluar la regeneración hepática se realizaron las siguientes determinaciones: 
porcentaje de hepatocitos positivos por Ki-67, porcentaje de hepatocitos positivos por 
BrdU, índice mitótico, y los niveles de HGF y TGF-β. Para evaluar la expresión y 
función del RBP4 y del retinol se determinaron los niveles de RBP4, retinol, ratio 
RBP4/retinol, ésteres de retinilo y TTR en muestras de tejido hepático. Para evaluar el 
grado de esteatosis se realizaron las siguientes determinaciones: Triglicéridos y RedOil.  
La dosis y tiempo de pre-tratamiento utilizado para el antagonista de PPAR-γ 
(GW9662) fueron seleccionados en base a estudios anteriores (Casillas-Ramírez A., y 
cols. 2011). Los grupos control se realizaron con el vehículo correspondiente de cada 











3.5.- Determinaciones analíticas 
 
3.5.1.- Parámetros de lesión hepática 
Para evaluar la lesión hepática se realizaron las determinaciones que se describen a 
continuación. 
 
3.5.1.1.- Actividad de las transaminasas 
Las transaminasas aspartato amino transferasa (AST) y alanina aminotransferasa (ALT) 
son enzimas que se encargan de realizar la conversión de un aminoácido en un ácido 
carboxílico, participan en el metabolismo de los aminoácidos y son muy abundantes en 
hígado. En condiciones normales estas enzimas se encuentran en el citoplasma, pero al 
existir una lesión hepática son liberadas al plasma. De esta forma la determinación de 
los niveles de estas enzimas se ha utilizado como parámetro de la lesión hepática. 
La actividad de estas enzimas se determinó mediante kit comercial (RAL, Barcelona, 
España). El ensayo enzimático mide la desaparición de Nicotinamida adenina 
dinucleótido en su forma reducida (NADH) mediante espectrofotometría a una longitud 
de onda de 365 nm, según las siguientes reacciones: 
 
   AST: 
2-Oxoglutarato + L-Aspartato   Oxalacetato + L-Glutamato 
 Oxalacetato + NADH + H+   D-Malato + NAD+ 
 
   ALT: 
 2-Oxoglutarato + L-Arginina   Piruvato + L-Glutamato 
 Piruvato + NADH + H+   D-Lactato + NAD+ 
 
NAD+: Nicotinamida adenina dinucleótido en su forma oxidada. 
 
Los resultados obtenidos se expresaron en UI/L. 
 
3.5.1.2.- Estudio histológico de la lesión hepática 
Grado de lesión: Las muestras se procesaron según procedimientos estándar para su 
estudio mediante microscopía óptica. Inmediatamente después de la extracción las 
muestras se fijaron al menos durante 24 h en formaldehído tamponado al 4% (Panreac, 
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microtomo en secciones de 3-4 μm. Se realizó la tinción de hematoxilina y eosina 
(HyE) siguiendo los procedimientos convencionales. 
Para evaluar la severidad de la lesión hepática, los cortes se clasificaron por un método 
de contaje utilizando la siguiente escala: grado 0, lesión mínima o sin evidencia de 
lesión: 
 
1. Grado 1, lesión consistente en vacuolización citoplasmática y picnosis nuclear 
focal;  
2. Grado 2, lesión de moderada a severa con picnosis nuclear extensa, 
hipereosinofilia citoplasmática y pérdida del contorno celular;  
3. Grado 3, necrosis severa con desaparición de los cordones de hepatocitos, 
hemorragias e infiltrados de neutrófilos. 
 
3.5.2.- Parámetros de regeneración hepática 
Para evaluar los niveles de regeneración hepática se realizaron las determinaciones que 
se describen a continuación. 
 
3.5.2.1.- Ensayo inmunoenzimático de HGF 
Se homogenizaron las muestras hepáticas en un tampón que contenia Tris hidroxido 20 
mM, cloruro de sodio 2M, Tween 80 al 0.1%, EDTC 1mM y PMSF 1mM a un pH de 
7.5 con la ayuda de un homogenizador polytron. Seguidamente, se centrifugaron los 
homogenados a 20000g durante 60 minutos a 4ºC. Se recogió el sobrenadante y se 
congeló a -80ºC. 
Para determinar los niveles de HGF en tejido se utilizó un kit comercial del Institute of 
Immunology (Tokyo, Japón). 
 
3.5.2.2.- Ensayo inmunoenzimático de TGF-β 
Para la determinación del TGF-β, las muestras hepáticas se homogenizaron en un 
tampón fosfato que contenia PMSF 2mM y pepstatina A 1mg/ml a 4ºC con la ayuda de 
un homogenizador Polytron. Seguidamente, las muestras se centrifugaron a 10000g 
durante 10 minutos a 4ºC y se recogió el sobrenadante del cual se determinó el TGF-β 
activo. Para medir el TGF-β total (activo y latente), las muestras se acidificaron con 
hidróxido clorhídrico 1M y después se neutralizó con hidróxido sódico 1M. 




Para la determinación de los niveles totales y los activos de TGF-β se utilizó un kit de la 
casa comercial R&D Systems (Francia). 
 
3.5.2.3.- Estudio histológico de la regeneración hepática 
Porcentaje de hepatocitos Ki-67 positivos: La expresión de la proteína Ki-67 está 
estrictamente asociada con la proliferación celular. El hecho de que la proteína Ki-67 
esté presente durante todas las fases activas del ciclo celular (G1, S, G2, y la mitosis), 
pero esté ausente de las células en reposo (G0), hace que sea un excelente marcador 
para la determinar la proporción de células que se están dividiendo. 
Las muestras de tejido hepático se fijó en formaldehído tamponado al 4% (Panreac, 
Barcelona, España) y pasadas 24 horas se incluyeron en parafina. Las muestras se 
cortaron con un microtomo en secciones de 3-4 μm de grosor. Los cortes se 
desparafinaron con xilol y se hidrataron con soluciones de etanol de concentraciones 
decrecientes. 
La inmunohistoquímica se llevó a cabo mediante un kit comercial (DAKO 
Envision+System, peroxidase (DAB); Dako, Alemania) siguiendo las instrucciones del 
fabricante. En primer lugar se bloqueó la peroxidada interna de la muestra. Se incubó 
con el anticuerpo primario anti Ki-67 (clon SP6; Abcam, Cambrige, MA). Después de 
incubar con el anticuerpo secundario, las muestras se trataron con DAB y el sustrato 
cromógeno, para dar un color marrón a las células en división. Se tiñeron los cortes con 
hematoxilina para dar una tinción de contraste y se montaron los portaobjetos. 
El índice de Ki-67 se determinó mediante el conteo de núcleos teñidos en 30 campos de 
gran aumento. Y los datos se expresaron como el porcentaje de células teñidas respecto 
al número total de hepatocitos. 
Porcentaje de hepatocitos BrdU positivos: El 5-bromo-2'-desoxiuridina (BrdU) es un 
nucleósido sintético análogo de la timidina. Durante la replicación del ADN puede ser 
incorporado en sustitución de la timidina. Por lo tanto, el BrdU también es un excelente 
marcador para la determinación de la proliferación celular. Una hora antes del sacrificio 
del animal, se inyectó BrdU (Sigma-Aldrich, España) en PBS por vía intraperitoneal (50 
mg/kg). Las muestras se procesaron según procedimientos estándar para su estudio 
mediante microscopía óptica. Inmediatamente después de la extracción las muestras se 
fijaron durante 24 horas en formaldehído tamponado al 4% (Panreac, Barcelona, 
España). Tras la inclusión en parafina, las muestras se cortaron con un microtomo en 
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secciones de 3-4 μm de grosor. Los cortes se desparafinaron con xilol y se hidrataron 
con soluciones de etanol de concentraciones decrecientes. 
La inmunohistoquímica se llevó a cabo mediante un kit comercial (DAKO 
Envision+System, peroxidase (DAB; Dako, Alemania) siguiendo las instrucciones del 
fabricante. En primer lugar se bloqueó la peroxidada interna de la muestra. Se incubó 
con el anticuerpo primario anti BrdU (clon Bu20a; DAKO, Alemania). Después de 
incubar con el anticuerpo secundario, las muestras se trataron con DAB y el sustrato 
cromógeno que da color marrón a las células en división. Se tiñeron los cortes con 
hematoxilina para dar una tinción de contraste y se montaron los portaobjetos. 
El índice de BrdU se determinó mediante el contaje de núcleos teñidos en 30 campos de 
gran aumento. Y los datos se expresaron como el porcentaje de células teñidas respecto 
al número total de hepatocitos. 
 
3.5.3.- Parámetros para determinar el grado de esteatosis 
Para evaluar los niveles de esteatosis hepática se realizaron las determinaciones que se 
describen a continuación. 
 
3.5.3.1.- Triglicéridos 
Para llevar a cabo la extracción de lípidos totales en tejido hepático, las muestras de 
hígado se pesaron y se homogenizaron en una mezcla cloroformo: metanol en una 
relación 2:1 respectivamente. Una vez homogenizados se añadió metanol y 
posteriormente se procedió a centrifugar a 3000 g durante 15 minutos. Se descartó el 
precipitado. Posteriormente se añadió agua en proporción 1/5 del volumen del 
homogenizado y se procedió a centrifugar a 3000 g durante 15 minutos para separar las 
fases. La fase superior se descartó ya que es la fase no lipídica, y la fase inferior es la 
fase lipídica que es la que necesitamos. Para acabar de extraer, se hicieron tres lavados 
de la interfase con una mezcla cloroformo: metanol: agua que contiene la relación 
siguiente de los tres solventes 3:48:47 respectivamente, y en cada lavado se descarto la 
fase superior. Finalmente se añadió metanol y este extracto se hizo servir para 
determinar el contenido en triglicéridos del hígado (Folch J y cols 1957). 
La determinación de los triglicéridos se llevó a cabo usando un kit comercial (Sigma, 
España) que se basa en las siguientes reacciones enzimáticas: 
 
 





   Triglicéridos     Glicerol + ácidos grasos 
 
   Glicerol + ATP    G-1-P + ATP 
 
   G-1-P + O2     DAP + H2O2 
  




GK: glicerol kinasa 
GPO: glicerol fosfato oxidasa 
DAP: dihidroxiacetona fosfato 
POD: peroxidasa 
4-AAP: 4-aminoantipirina 
ESPA: N-etil-N-(3-sulfopropil) m-anisidina de sodio 
    
Se lee la absorbancia de la quinoneimina a una longitud de onda de 540 nm. El 
incremento de absorbancia es directamente proporcional a la concentración de 
triglicéridos en la muestra. 
 
3.5.3.2.- Estudio histológico de la esteatosis hepática 
 
RedOil: El RedOil es un colorante liposoluble que se utiliza para la tinción de 
triglicéridos y lípidos; por esto es una buena tinción para estudiar la grasa infiltrada en 
el tejido hepático. Las muestras se procesaron según procedimientos estándar para su 
estudio mediante microscopía óptica. Inmediatamente después de la extracción las 
muestras se fijaron al menos durante 24 h en formaldehído tamponado al 4% (Panreac, 
Barcelona, España). Tras la inclusión en parafina, las muestras se cortaron con un 
microtomo en secciones de 3-4 μm. Se realizó la tinción de RedOil siguiendo los 
procedimientos convencionales. 
El índice de esteatosis hepática se determinó mediante el conteo de células con gotas 
lipídicas teñidas en 30 campos de gran aumento. Y los datos se expresaron como el 
porcentaje de células teñidas respecto al número total de hepatocitos. 
 
3.5.4.- Parámetros para determinar los niveles de RBP4 
Para evaluar los niveles de RBP4 presentes en el tejido hepático, se realizaron las 
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3.5.4.1.- Ensayo inmunoenzimático de RBP4 
Para determinar los niveles de RBP4, las muestras de tejido hepático se homogenizaron 
en frío en tampón RIPA (Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM, SDS 0.1%, Deoxicolato de 
sodio 1% y Nonidet P40 1%) conteniendo también EDTA 5mM, Na3VO4 1 mM, NaF 
50 mM, DTT 1 mM y una tableta del cóctel de inhibidores de proteasas Complete por 
cada 50 ml de tampón (Roche, Basilea, Suiza). Los homogenizados se incubaron 20 
minutos en hielo y después se centrifugaron a 10 000 g durante 30 min a 4ºC. Se 
recuperaron los sobrenadantes y se determinó el RBP4 en los mismos utilizando un kit 
comercial (AdipoGen, Seúl, Corea) y siguiendo las instrucciones del fabricante. 
 
3.5.4.2.- RT-PCR de RBP4 
La detección de la expresión génica (mRNA) de RBP4 se determinó en tejido hepático 
utilizando la técnica RT-PCR. Se realizó la extracción de RNA de tejido hepático 
utilizando los kits RNeasy Lipid Tissue kit para hígados esteatósicos y el RNeasy Mini 
kit para los hígados no esteatósicos (Quiagen, Hilden, Alemania). Después se realizó la 
cuantificación del RNA obtenido y se verificó también la calidad del RNA. A 
continuación se realizó la retrotranscripción del RNA utilizando el kit comercial Ready-
To-go You-Prime First Strand Beads (GE Healthcare Bio-Sciences, Little Chalfont, 
Reino Unido). Finalmente se realizó RT- PCR a partir del cDNA obtenido y usando 
sondas/primer TaqMan Gene Expression Assay prediseñadas y validadas por la casa 
comercial que las sintetiza (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Las 
sondas/primer utilizadas en esta determinación fueron las siguientes: Rn01451317_g1 
para RBP4 y Rn00667869_m1 para β-Actina. También se llevaron a cabo experimentos 
control de la eficiencia del ensayo. La cuantificación de la expresión génica de RBP4 se 
realizó aplicando el método de ΔΔCt usando la β-Actina como gen de referencia o 
normalizador, y el grupo experimental Sham (grupo experimental 1) como calibrador 
para realizar el cálculo comparativo. La Real Time PCR se llevó a cabo en un 
termociclador iCycler Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Los 
resultados se expresaron en función del número de incrementos de la expresión del 








3.5.5.- Parámetros para determinar los niveles de retinol y los ésteres 
de retinilo 
 
El retinol y los ésteres de retinilo se midieron en hígado y plasma con una cromatografía 
de fase inversa de alto rendimiento (Waters, Alemania). Se realizó una extracción 
orgánica de la vitamina A, tanto plasmática como hepática, y se separó en una columna 
C18 (Repro-Sil 70, Alltech Grom, Rottenburg-Hailfingen, Alemania). El retinol y los 
ésteres de retinilo se identificaron por la comparación de su tiempo de retención con 
estándares externos [retinol y palmatato de retinil (Sigma, Deisenhofen, Germany); 
retinil oleato y estearato de retinil (Hoffmann-La Roche, Basel, Switzerland)] mediante 
el uso de un detector de fotodiodos (modelos PDA 996, Walters, Alemania). El retinol y 
los ésteres de retinilo se cuantificaron por la medición de la absorción a 325 nm. La 
exactitud y precisión se verificó mediante un material de referencia estándar (SMR 968a 
liposoluble vitaminas en el suero humano; Instituto Nacional de Estándares y 
Tecnología (NIST), Gaithersburg, Estados Unidos de América). La tasa de recuperación 
fue mayor del 95%, y el coeficiente de variabilidad entre las carreras fue del 4%. 
 
3.5.6.- Parámetros para determinar los niveles de PPAR-α y PPAR-γ 
La determinación de PPAR-α y PPAR-γ se realizó en tejido hepático, para lo cual las 
muestras se homogenizaron a 4º C en un tampón RIPA que contenía Tris-HCl 50 mM, 
NaCl 150 mM, SDS 0.1%, Deoxicolato de sodio 1% y Nonidet P40 1%, EDTA 5mM, 
Na3VO4 1 mM, NaF 50 mM, DTT 1 mM y una tableta del cóctel de inhibidores de 
proteasas Complete por cada 50 ml de tampón (Roche, Basilea, Suiza). Los 
homogenizados se centrifugaron a 12 000 g durante 10 min a 4º C, se separaron los 
sobrenadantes y se determinó la concentración de proteínas totales en los mismos tal y 
como se describe en el apartado correspondiente. 
A continuación se procedió a realizar la técnica de western blot para la detección de 
PPAR-α y PPAR-γ. Con tal fin se mezclaron alícuotas de los homogenizados con un 
tampón de carga de electroforesis que contenía β-mercaptoetanol y tampón Laemli en 
proporción 1:20. La proporción del homogenizado y el tampón de carga fue 1:1. Las 
proteínas se desnaturalizaron calentando la mezcla a 95ºC durante 10 min. Se cargaron 
100 μg de proteína y se separaron las proteínas de acuerdo a su peso molecular por 
electroforesis en un gel de poliacrilamida/SDS al 10% a un voltaje constante de 56 mV 
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en el Upper gel, y de 105 mV cuando las muestras se encontraban en el Lower gel. 
Posteriormente las proteínas fueron transferidas a una membrana de polifluoruro de 
vinilideno (PVDF) con una intensidad de 120 mA durante hora y media. Después de 
esto, los geles se tiñeron con comassie para asegurar que se había cargado igual 
cantidad de proteína y que las proteínas se habían transferido a la membrana de PVDF. 
Las membranas se incubaron en un tampón de bloqueo formado por una solución salina 
tamponada con Tris que contiene Tween-20 (TTBS) a pH=7.5 y leche en polvo no grasa 
al 3% durante 60 min a temperatura ambiente. A continuación las membranas se 
incubaron durante toda la noche a 4ºC con el anticuerpo primario policlonal anti-PPAR-
α (Abcam, Cambrige, MA) o el anticuerpo primario policlonal anti-PPAR-γ (Abcam, 
Cambrige, MA) preparados en una dilución 1:200 y 1:125, respectivamente, disueltos 
en tampón de bloqueo. Al día siguiente, las membranas se lavaron con TTBS pH=7.5 y 
después se incubaron con el anticuerpo secundario durante 60 minutos a temperatura 
ambiente. En ambos casos se utilizó un anticuerpo secundario anti-IgG de conejo 
conjugado con peroxidasa (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) que fue 
preparado en dilución 1:2000 disuelto en tampón de bloqueo. Después de lavar la 
membrana con TTBS y finalmente con solución salina tamponada con Tris (TBS), se 
procedió a realizar la detección de las proteínas mediante el kit de quimioluminiscencia 
Immun-Star HRP (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Como marcador de peso molecular se utilizó el estándar 
preteñido Kaleidoscope (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) y se utilizó un 
control positivo para PPAR-α (Abcam, Cambrige, MA) y otro para PPAR-γ (Abcam, 
Cambrige, MA) que se analizó en paralelo a las muestras. Para PPAR-α se detectó una 
banda a 52 kDa, y para PPAR-γ a 54 kDa. 
La estimación cuantitativa de las proteínas en las membranas se estandarizó respecto a 
la β-actina. Para ello las membranas se re-incubaron con un anticuerpo primario anti-β-
actina de rata (Sigma-Aldrich, España) preparado en dilución 1:1000 disuelto en tampón 
que contenía TTBS pH=7.5 y leche en polvo no grasa 5%, durante toda la noche a 4º C 
y se siguió el proceso descrito para el western blot de los PPAR hasta obtener la señal 
de la β-actina con el kit de quimioluminiscencia mencionado previamente. El anticuerpo 
secundario para el western blot de β-actina fue un anti-IgG de ratón conjugado con 
peroxidasa (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, Estados Unidos de América) 
preparado en dilución 1:5000 disuelto en el mismo tampón utilizado para el anticuerpo 
primario. Para la β-actina se detectó una banda a 42 kDa. 




La estimación cuantitativa de las proteínas de interés se realizó por densitometría, 
utilizando el sistema de análisis de imagen Quantity One (Bio-Rad Laboratories, 
Hercules, CA, USA). Los resultados obtenidos se expresaron en unidades arbitrarias. 
 
3.5.6.1.- Determinación de proteínas totales 
Las proteínas en los diferentes homogenizados obtenidos a partir de tejido hepático se 
determinaron mediante el método colorimétrico de Bradford con un reactivo comercial 
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Este método se basa en el cambio de 
absorbancia que en solución ácida presenta el colorante azul de Coomassie en respuesta 
a diferentes concentraciones de proteínas. La concentración de proteínas en la muestra 
es directamente proporcional a la absorbancia observada a una longitud de onda de 595 
nm. Para la curva patrón se utilizó una solución de albúmina de 4.75 mg/ml, a partir de 
la cual se realizaron 6 diluciones mitad. Los resultados obtenidos se expresaron en 
mg/ml. 
 
3.5.7.- Parámetros para determinar los niveles de TTR 
La determinación de TTR se realizó en tejido hepático, para lo cual las muestras se 
homogenizaron a 4º C en un tampón de RIPA que contenía Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 
mM, SDS 0.1%, Deoxicolato de sodio 1% y Nonidet P40 1%, EDTA 5mM, Na3VO4 1 
mM, NaF 50 mM, DTT 1 mM y una tableta del cóctel de inhibidores de proteasas 
Complete por cada 50 ml de tampón (Roche, Basilea, Suiza). Los homogenizados se 
centrifugaron a 12 000 g durante 10 min a 4º C, se separaron los sobrenadantes y se 
determinó la concentración de proteínas totales en los mismos tal y como se describe en 
el apartado correspondiente. 
A continuación se procedió a realizar la técnica de western blot para la detección de 
TTR. Para esto se mezclaron alícuotas de los homogenizados con un tampón de carga 
de electroforesis que contenía β-mercaptoetanol y tampón Laemli en proporción 1:20. 
La proporción del homogenizado y el tampón de carga fue 1:1. Las proteínas se 
desnaturalizaron calentando la mezcla a 95ºC durante 10 min. Se cargaron 100 μg de 
proteína y se separaron las proteínas de acuerdo a su peso molecular por electroforesis 
en un gel de poliacrilamida/SDS al 12% a un voltaje constante de 56 mV en el Upper 
gel, y de 105 mV cuando las muestras se encontraban en el Lower gel. Posteriormente 
las proteínas fueron transferidas a una membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF) 
con una intensidad de 370 mA durante 70 minutos (30 min). Después de esto, los geles 
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se tiñeron con Comassie para asegurar que se había cargado igual cantidad de proteína y 
que las proteínas se habían transferido a la membrana de PVDF. Las membranas se 
incubaron en un tampón de bloqueo formado por una solución salina tamponada con 
Tris que contiene Tween-20 (TTBS) a pH=7.5 y leche en polvo no grasa al 3% durante 
60 min a temperatura ambiente. A continuación las membranas se incubaron durante 
toda la noche a 4ºC con el anticuerpo primario policlonal anti-TTR (DAKO, Alemania) 
preparado en una dilución 1:300, disueltos en tampón de bloqueo. Al día siguiente, las 
membranas se lavaron con TTBS pH=7.5 y después se incubaron con el anticuerpo 
secundario durante 60 minutos a temperatura ambiente. En ambos casos se utilizó un 
anticuerpo secundario anti-IgG de conejo conjugado con peroxidasa (Bio-Rad 
Laboratories, Hercules, CA, USA) que fue preparado en dilución 1:2000 disuelto en 
tampón de bloqueo. Después de lavar la membrana con TTBS y finalmente con 
solución salina tamponada con Tris (TBS), se procedió a realizar la detección de las 
proteínas mediante el kit de quimioluminiscencia Immun-Star HRP (Bio-Rad 
Laboratories, Hercules, CA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Como 
marcador de peso molecular se utilizó el estándar preteñido Kaleidoscope (Bio-Rad 
Laboratories, Hercules, CA, USA) y se utilizó un control positivo para TTR (Sigma-
Aldrich, España) que se analizó en paralelo a las muestras. Para TTR se detectó una 
banda a 14 kDa. 
La estimación cuantitativa de las proteínas en las membranas se estandarizó respecto a 
la β-actina. Para ello las membranas se re-incubaron con un anticuerpo primario anti-β-
actina de rata (Sigma-Aldrich, España) preparado en dilución 1:1000 disuelto en tampón 
que contenía TTBS pH=7.5 y leche en polvo no grasa 5%, durante toda la noche a 4º C 
y se siguió el proceso descrito para el western blot del PPAR hasta obtener la señal de la 
β-actina con el kit de quimioluminiscencia mencionado previamente. El anticuerpo 
secundario para el western blot de β-actina fue un anti-IgG de ratón conjugado con 
peroxidasa (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, Estados Unidos de América) 
preparado en dilución 1:5000 disuelto en el mismo tampón utilizado para el anticuerpo 
primario. Para la β-actina se detectó una banda a 42 kDa. 
La estimación cuantitativa de las proteínas de interés se realizó por densitometría, 
utilizando el sistema de análisis de imagen Quantity One (Bio-Rad Laboratories, 
Hercules, CA, USA). Los resultados obtenidos se expresaron en unidades arbitrarias. 
 
 




3.5.8.- Parámetros para analizar el estrés oxidativo 
Para evaluar el estrés oxidativo se determinaron los siguientes parámetros: 
 
3.5.8.1.- Ensayo inmunoenzimático de Nitrotirosinas 
Gran parte de los efectos perjudiciales del NO son mediados por el peroxinitrito, un 
producto de la reacción entre el NO y el superóxido, altamente oxidante y citotóxico. El 
peroxinitrito es una molécula muy inestable y altamente reactiva por lo que su 
producción es únicamente demostrable de forma indirecta, por ejemplo a través de los 
productos que forma. Por esto, la determinación de los niveles de nitrotirosinas se 
utiliza como marcador indirecto de la formación de peroxinitrito.  
Para la determinación de los niveles de nitrotirosinas en el tejido hepático, las muestras 
se homogenizaron en 10 volúmenes de tampón Na2HPO4 50 mM pH=7.4 a 4º C, 
posteriormente se centrifugaron a 20 000 g durante 30 min a 4ºC, se recuperó el 
sobrenadante y se determinó en el mismo la concentración de proteínas totales 
siguiendo el protocolo descrito en el apartado correspondiente. 
La cuantificación de los niveles de nitrotirosinas en el sobrenadante se llevó a cabo 
mediante un kit comercial inmunoenzimático (HyCult Biotech, Uden, Holanda) 
siguiendo las indicaciones del fabricante.  
 
3.5.8.2.- Ensayo colorimétrico de MDA 
El malondialdehído (MDA) es uno de los productos finales de la peroxidación lipídica y 
se utilizó como parámetro indirecto de estrés oxidativo (Baykal A., y cols. 1998). Los 
niveles de MDA se determinaron en muestras de hígado mediante el método del ácido 
tiobarbitúrico (TBA) (Ohkawa H., y cols 1979). En condiciones ácidas y a altas 
temperaturas el MDA reacciona con el TBA para dar lugar a un compuesto de color 
rosa, cuantificable por espectrofotometría. 
Las muestras de tejido hepático congelado se homogenizaron en 2 ml de tampón Tris 
Base 0.1 M a pH=7 y se determinó la concentración de proteínas totales en el mismo, 
siguiendo el procedimiento descrito previamente en el apartado correspondiente. A 250 
μl de este homogenado se le añadieron 250 μl de ácido tricloroacético (TCA) al 40% 
para precipitar las proteínas. Se mezclaron en un agitador tipo vórtex y se centrifugaron 
a 3000 rpm durante 15 min a 4ºC. Se recuperó el sobrenadante y se le añadió 250 μl de 
TBA 0.67% y se llevó a ebullición durante 15 min con lo que se desarrolló un color 
proporcional a la cantidad de MDA presente en las muestras. 
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Para la elaboración de la recta patrón, se preparó un estándar de MDA disolviendo 120 
μl de 1,1,3,3-tetrahidroxipropano (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) en 50ml de 
HCl 0.1M; esta solución se calentó durante una hora a 50ºC. Para la preparación de la 
recta de calibración se añadieron 50 μl de esta solución en 5 ml de agua. De esta 
solución así preparada, se tomaron 2.5 mL y se añadieron a 2.5 ml de agua, siendo éste 
el punto más concentrado de la recta patrón (50 nmoles/ml), a partir de ésta se hicieron 
6 diluciones mitad. Como blanco se utilizó agua destilada. Los estándares y el blanco 
fueron sometidos al mismo procedimiento que las muestras a partir del tratamiento con 
TCA. Así pues, tras dejar enfriar, se determinó la intensidad de color midiendo la 

























3.6.- Estudio estadístico 
 
El estudio estadístico se realizó mediante un análisis de la varianza (ANOVA), y 
seguidamente se determinó el nivel de significación estadística con un test Student-
Newman-Keuls, considerando los datos significativamente diferentes cuando p < 0.05. 
Los datos están expresados como valor de la media ± error estándar de la media. Los 
estudios de dosis respuesta del RBP4 y del retinol se analizaron utilizando el programa 



























































4.1.- Efectos del RBP4 en hepatectomía parcial con I/R 
 
4.1.1.- Niveles de RBP4 en hígados esteatósicos y no esteatósicos 
Los niveles proteicos y de mRNA del RBP4 en hígados esteatósicos y no esteatósicos 




Figura 18. Niveles de RBP4 en hígados esteatósicos y no esteatósicos. Se evaluó la expresión génica del 
mRNA y los niveles de proteína del RBP4. *p < 0.05 versus grupo Sham. 
 
4.1.2.- Daño hepático, regeneración y supervivencia 
La administración de RBP4 disminuyó la supervivencia tanto en animales Ln como en 
Ob de forma directamente proporcional a la dosis administrada (Figura 19). En el caso 
de los animales Ob, la supervivencia a PH+I/R fue del 70%, mientras que la 
administración de RBP4 a dosis de 10 y 25 μg/kg redujo las tasas de supervivencia a 
30% y 10% respectivamente. Todos los animales Ob con dosis de RBP4 de 50 y 150 
μg/kg murieron durante los 2 primeros días después de la cirugía hepática (Figura 19). 
Se confirmó que la administración de RBP4 en dosis de 5 μg/kg no redujo la tasa de 
supervivencia, pero sí que agravó el daño hepático tanto en animales Ln como en Ob, 
aumentando el grado de lesión hepática y los niveles de transaminasas en comparación 
con los grupos PH+I/R (Figura 20). El número de hepatocitos Ki-67 positivos en 
ambos tipos de hígados fue menor al administrar RBP4 que en los grupos PH+I/R. Esta 
disminución de las células proliferativas se asoció con una bajada en los niveles de HGF 
y un aumento de TGF-β activa (Figura 20). Los niveles de TGF-β total fueron similares 
en todos los grupos. Las dosis de RBP4 inferiores a 5 μg/kg no se asociaron con la 
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protección hepática en ninguno tipo de hígado. Los efectos negativos del RBP4 no 
estaban relacionados con factores intrínsicos a la misma droga (por ejemplo: efectos 
secundarios tóxicos y la falta de especificidad). Esto se evidenció al administrar RBP4 
en ratas Sham y no observar alteraciones en el daño hepático o en la regeneración. El 
análisis histológico reveló áreas severas, extensas y confluentes de necrosis coagulativa 
con infiltración de neutrófilos en los hígados esteatósicos tanto en el grupo PH+I/R 
como en el grupo RBP4. El grado de lesión hepática del grupo RBP4 fue 
significativamente mayor que el registrado en el grupo PH+I/R. Ambos grupos 
mostraron un porcentaje de hepatocitos Ki-67 positivos parecido  (Figuras 20 y 21). 
 
 
Figura 19. Supervivencia de las ratas esteatósicas y no esteatósicas sometidos a hepatectomía parcial, tras 
la administración de las distintas dosis de RBP4, a los 14 días después de la cirugía. Ratas con PH+I/R y 
sin administración de RBP4 (○), ratas con PH+I/R con administración de 5 μg/kg de RBP4 (♦), PH+I/R 
con administración de 10 μg/kg de RBP4 (■), PH+I/R con administración de 25 μg/kg de RBP4 (◊), 
PH+I/R con administración de 50 μg/kg de RBP4 (●), y PH+I/R con administración de 150 μg/kg de 






Figura 20. Efectos del RBP4 en el daño hepático (AST, ALT y grado de lesión hepática) y en la 
regeneración hepática (porcentaje de hepatocitos Ki-67 positivos, niveles de HGF y niveles de TGF-β) 24 










Figura 21. Estudio histológico de los efectos del RBP4 en hígados esteatósicos sometidos a hepatectomía 
parcial con I/R. Fotografías representativas con tinción de hematoxilina y eosina  24 horas después de la 
reperfusión. Se observan extensas áreas de necrosis coagulativa en ambos grupos (PH+I/R y RBP4). 
Fotografías representativas con inmunohistoquímica de hepatocitos Ki-67 positivos 24 horas después de 
la reperfusión. Se observan bajos niveles de hepatocitos Ki-67 positivos en ambos grupos experimentales 















4.2.- Efectos del retinol en hepatectomía parcial con I/R 
 
4.2.1.- Niveles de retinol en hígados esteatósicos y no esteatósicos 
En hígados no esteatósicos, los niveles de retinol en el grupo PH+I/R fueron similares a 
los del grupo Sham. En cambio, las concentraciones de retinol en los hígados 
esteatósicos del grupo PH+I/R fueron menores a las del grupo Sham (Figura 22), lo que 




Figura 22. Niveles de retinol en hígados esteatósicos y no esteatósicos. *p < 0.05 versus grupo Sham, #p 
< 0.05 versus animales Ln. 
 
4.2.2.- Daño hepático, regeneración y supervivencia 
La administración de retinol redujo la supervivencia en los animales no esteatósicos de 
una manera dosis-dependiente. En estos animales, la administración de retinol a dosis 
de 10 y 15 mg/kg disminuyó las tasas de supervivencia a 70% y 30% respectivamente. 
Todos los animales Ln murieron en un plazo de 2 días después de la cirugía hepática 
cuando se administró retinol a una dosis de 30 mg/kg (Figura 23). Se confirmó que el 
retinol a una dosis de 5 mg/kg no redujo la tasa de supervivencia en animales Ln 
(Figura 23), pero afectó negativamente al daño y la regeneración hepáticos (ALT: 
527,5 ± 73,9 y 225,6 ± 1720,5 en los grupos PH + I/R y PH+I/R+Retinol, 
respectivamente; valores de hepatocitos Ki-67 positivos: 20,6 ± 3,97 y 6,5 ± 1,2 en los 
grupos PH + I/R y PH+I/R+Retinol, respectivamente). Las dosis de retinol por debajo 
de 5 mg/kg no se asociaron con una protección hepática en hígados no esteatósicos. 
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Estos efectos del retinol son dependientes del tipo de hígado. En los animales 
esteatósicos la administración de retinol a dosis de 5 y 10 mg/kg aumentaron las tasas 
de supervivencia (90 y 100% respectivamente), en comparación con el grupo PH+I/R 
(70%) (Figura 23). Las dosis de retinol superiores a 10 mg/kg disminuyeron la 
supervivencia en los animales Ob a una tasa más baja que la observada en el grupo 
PH+I/R. La administración de retinol a dosis de 10 mg/kg en animales Ob (grupo 
Retinol) redujo los niveles de transaminasas y el grado de lesión hepática. La 
administración de retinol también aumentó el porcentaje de hepatocitos Ki-67 positivos 
en comparación con el grupo PH+I/R. Esta mejora se asoció con altos niveles de HGF y 
los niveles de TGF-b bajos (Figura 24). El análisis histológico reveló muy pocas áreas 
de necrosis en los hígados esteatósicos del grupo Retinol, en comparación con el grupo 
PH+I/R. El grado de lesión hepática del grupo Retinol fue significativamente menor que 
el registrado en el grupo PH+I/R. Además, en comparación con el grupo PH+I/R, el 
grupo Retinol exhibió un aumento del número de hepatocitos Ki-67 positivos en los 








Figura 23. Supervivencia de las ratas esteatósicos y no esteatósicos sometidos a hepatectomía parcial con 
I/R, tras la administración de las distintas dosis de retinol, a los 14 días después de la cirugía. Ratas con 
PH+I/R y sin administración de retinol (○), ratas con PH+I/R con administración de 5 mg/kg de retinol 
(♦), PH+I/R con administración de 10 mg/kg de retinol (■), PH+I/R con administración de 15 mg/kg de 




Figura 24. Efectos del retinol en el daño hepático (AST, ALT y grado de lesión hepática) y en la 
regeneración hepática (porcentaje de hepatocitos Ki-67 positivos, niveles de HGF y niveles de TGF-β) 24 










Figura 25. Estudio histológico de los efectos del retinol en hígados esteatósicos sometidos a 
hepatectomía parcial con I/R. Fotografías representativas con tinción de hematoxilina y eosina  24 horas 
después de la reperfusión. A diferencia del grupo PH+I/R, en los animales administrados con retinol se 
observan pequeñas áreas de necrosis coagulativa. Fotografías representativas con inmunohistoquímica de 
hepatocitos Ki-67 positivos 24 horas después de la reperfusión. A diferencia del grupo PH+I/R, en el 

















4.3.- Efecto de RBP4 y retinol en combinación en 
hepatectomía parcial con I/R 
 
En conjunto, los resultados presentados hasta el momento muestran que ni la 
administración de RBP4 ni de retinol protegen al hígado no esteatósico en condiciones 
de hepatectomía parcial con I/R. Una vez obtenidos los resultados de los efectos 
diferenciales del RBP4 y del retinol en el hígado esteatósico, y datos de la bibliografía 
indicando que cambio en RBP4 inducen cambios en los niveles de retinol (Gieng S.H., 
y cols. 2005; Rosales F.J., y cols. 1996), se evaluó si los efectos perjudiciales del RBP4 
en daño y regeneración de hígados esteatósicos podrían explicarse por los cambios en 
los niveles de retinol. Para estos experimentos, se seleccionó la dosis menos perjudicial 
de RBP4 (5 mg/kg) y la dosis más efectiva de retinol (10 mg/kg). 
 
4.3.1.- Daño hepático y regeneración 
Administrados de forma individual, el RBP4 aumentó el daño en el hígado esteatósico, 
y el retinol lo disminuyó (Figura 26). Tal y como se ha comentado anteriormente, el 
RBP4 empeoró la regeneración hepática. Sin embargo, el retinol mejoró la regeneración 
de los hígados esteatósicos, como se indica por el aumento de HGF y los bajos niveles 
de TGF-β (Figura 2). La administración combinada de RBP4 y retinol (grupo 
RBP4+Retinol) en animales Ob dió lugar a parámetros de lesión y de regeneración 
hepáticos similares a los del grupo RBP4 (Figura 26 y 27).  
El análisis histológico reveló áreas severas, extensas y confluentes de necrosis 
coagulativa con infiltración de neutrófilos en los hígados esteatósicos de los grupos 
PH+I/R, RBP4 y RBP4+Retinol (Figura 27). El grado de lesión hepática de los grupos 
RBP4 y RBP4+Retinol fueron significativamente mayores que los registrados para el 
grupo PH+I/R. Tanto el número como la extensión de las áreas necróticas en hígados 
esteatósicos se redujeron en el grupo Retinol. Además, en comparación con el grupo 
PH+I/R, el grupo Retinol exhibió un aumento del número de hepatocitos Ki-67 
positivos en los hígados esteatósicos. Por lo contrario el número de hepatocitos Ki-67 
positivos en los grupos RBP4 y RBP4+Retinol fue menor (Figura 26 y 27).  
Por lo tanto, la administración de RBP4, por separado o en combinación con el retinol, 






Figura 26. Efectos de la administración conjunta de RBP4 y retinol en el daño hepático (AST, ALT y 
grado de lesión hepática) y en la regeneración hepática (porcentaje de hepatocitos Ki-67 positivos, niveles 
de HGF y niveles de TGF-β) 24 horas después de la reperfusión. *p < 0.05 versus animales Sham, +p < 





Figura 27. Estudio histológico de los efectos del retinol en las resecciones hepáticas parciales con I/R. 
Fotografías representativas con tinción de hematoxilina y eosina  24 horas después de la reperfusión. Se 
observan extensas áreas de necrosis coagulativa en los grupos PH+I/R, RBP4 y RBP4+Retinol; en 
cambio en el grupo Retinol estas son pequeñas. Fotografías representativas con inmunohistoquímica de 
hepatocitos Ki-67 positivos 24 horas después de la reperfusión. Se observan bajos niveles de  hepatocitos 
Ki-67 positivos en los grupos PH+I/R, RBP4 y RBP4+Retinol; en cambio en el grupo Retinol estos son 





4.3.2.- Ésteres de retinilo y retinol en hígado y plasma 
Tal y cómo he mencionado anteriormente, la vitamina A se almacena en el hígado como 
ésteres de retinilo, y debe ser hidrolizada a retinol antes de ser movilizado en la 
circulación (Tuitoek P.J., y cols. 1996). En línea con esto, los niveles de ésteres de 
retinilo y retinol en hígados esteatósicos se redujeron en el grupo PH+I/R en 
comparación con el grupo Sam (Figura 28A). Esta disminución se asocia con altos 
niveles de retinol en plasma (Figura 28B). Como se sugirió anteriormente sobre la base 
de los estudios en células cultivadas (Sauvant P., y cols. 2001), el RBP4 podría afectar 
el almacenamiento y la movilización de retinol en los hígados esteatósicos. De hecho, se 
encontró que los niveles de ésteres de retinilo, pero no de retinol, en hígados 
esteatósicos se incrementaron mientras los niveles circulantes de retinol se redujeron en 
el grupo RBP4 en comparación con los grupos Sham y PH+I/R (Figura 28B). Como era 
de esperar, la administración de retinol (grupos Retinol y RBP4+Retinol) aumentó tanto 
los ésteres de retinilo como los niveles de retinol en los hígados esteatósicos en 
comparación con los observados en el grupo PH+I/R, y el aumento de los niveles de 
ésteres de retinilo, pero no de retinol, en el plasma (Figura 28A y B). Nuestros 
resultados confirmaron que la administración RBP4 indujo niveles más altos de RBP4 
en animales Ob de los grupos RBP4 y RBP4+Retinol. Por ejemplo, los niveles de RBP4 
hepáticos de  los grupos RBP4+Retinol y PH+I/R eran 239,6 ± 21,65 y 82,41 ± 3,91, 
respectivamente (P<0,05).  Los niveles hepáticos de RBP2 (pmol/g tejido) del grupo 
Retinol (83,45 ± 4,56) fueron similares a los correspondientes al grupo PH+I/R (82,41 ± 
3,91, P=no significativo). 
 
4.3.3.- Transporte de retinol en el plasma 
Se observaron niveles plasmáticos reducidos de RBP4 en el grupo PH+I/R en 
comparación con el grupo Sham (Figura 28C). Los niveles plasmáticos de RBP4 
detectados en los grupos RBP4 y RBP4+Retinol fueron menores que los del grupo 
PH+I/R. Por otro lado, los niveles plasmáticos de RBP4 en el grupo de Retinol fueron 
similares a los del grupo PH+I/R. Los niveles plasmáticos de TTR en el grupo PH+I/R 
se redujeron en comparación con el grupo Sham, mientras que los niveles de TTR en los 
grupos RBP4, Retinol y RBP4+Retinol fueron similares a los del grupo Sham. Se ha 
demostrado que el retinol se encuentra normalmente en el plasma en una relación molar 
1:1 con RBP4 (Quadro L., y cols. 2003). En el grupo Sham la relación RBP4/Retinol 
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fue de aproximadamente 2; en los grupos PH+I/R y RBP4, la relación era mayor que 1, 












Figura 28. Efectos de la administración de RBP4 y de retinol (separados o combinados) en los niveles de 
ésteres de retinilo y retinol en (A) hígados esteatósicos y (B) en plasma de animales esteatósicos. El 
aparcado (C) muestra los niveles de RBP4 y TTR y en la relación RBP4/Retinol en plasma 24 horas 
después de la reperfusión. *p < 0.05 versus animales Sham, +p < 0.05 versus animales PH+I/R. 
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4.4.- Efecto del retinol sobre el daño hepático, la actividad 
proliferativa y el grado de esteatosis, en función del tiempo de 
reperfusión 
 
Para estudiar los efectos del retinol dependiendo del tiempo de reperfusión se midió el 
daño hepático y la actividad proliferativa en los hígados esteatósicos y no esteatósicos a 
lo largo de la reperfusión (12, 24 y 48 horas) (Figura 29). En los animales Ln, los 
parámetros de lesión hepática a diferentes tiempos de reperfusión (RT) del grupo tratado 
con retinol, fueron mayores a los del grupo PH+I/R (Figura 29A). En los animales Ln, 
la administración de retinol deteriora el índice mitótico y la incorporación de BrdU 
hepatocelular después de la reperfusión. Por ejemplo, los porcentajes de hepatocitos 
BrdU positivos eran de 9,3% ± 1,09% y 19,5% ± 1,67% en los grupos Retinol y 
PH+I/R, respectivamente, 48 horas después de la reperfusión. 
Por otro lado, en los animales Ob, los parámetros de daño hepático en los distintos 
tiempos de reperfusión fueron más bajos en el grupo Retinol en comparación con el 
grupo PH+I/R (Figura 29B). Nuestros resultados revelaron una mejora del proceso 
regenerativo en los hígados esteatósicos tratados con retinol en todos los tiempos de 
reperfusión, en comparación con el grupo PH+I/R. De esta forma, 48 horas después de 
la reperfusión, el porcentaje de hepatocitos BrdU positivos en el grupo Retinol fue del 
17,3% ± 0,99%, mientras que sólo un 6,5% ± 0,76% de los hepatocitos del grupo 
PH+I/R eran BrdU positivos (Figura 29A). 
Nuestros resultados sugieren una relación entre los efectos de la terapia del retinol y el 
grado de esteatosis en los animales Ob. Tal y como se ha comentado, Gazit V., y cols. 
(Gazit V., y cols. 2010) observaron un aumento de lípidos hepáticos durante la 
regeneración posterior a la hepatectomía parcial. En consonancia con los resultados 
observados a 24 horas de reperfusión, a 48 horas de reperfusión, también se observó un 
aumento de  infiltración grasa hepatocelular y de triglicéridos tras la hepatectomía 
parcial con I/R (Figura 30A y B), mientras que en el grupo Retinol disminuyó. Los 
porcentajes de  esteatosis fueron de 35,0% ± 1,78% y 83,13% ± 3,40% en los grupos 
Retinol y PH+I/R, respectivamente. La Figura 31  muestra la relación entre los efectos 
de la terapia con retinol y el grado de esteatosis, a 12, 24, y 48 horas después de la 
reperfusión. Se observó una correlación directamente proporcional entre el grado de 





correlación inversamente proporcional entre el grado de infiltración de grasa y el índice 
mitótico (r = -0,9724, P<0,05). El tratamiento con retinol, por lo tanto, atenuó el daño 
hepático y mejoró la proliferación hepatocelular durante la regeneración del hígado en 
presencia de esteatósis. Esto se asoció con una acumulación reducida de grasa 





Figura 29. Efectos de la administración del retinol sobre el daño hepático (AST, ALT y grado de lesión 
hepática) y en la regeneración hepática (porcentaje de hepatocitos Ki-67 positivos, niveles de HGF y 
niveles de TGF-β) a lo largo de la reperfusión (12, 24 y 48 horas después de la reperfusión) en (A) 






Figura 30. Efectos de la administración del retinol sobre (A) los niveles de triglicéridos plasmáticos y 
hepáticos, y el porcentaje de esteatosis. (B) Fotografías representativas de tinción RedOil a 48 horas de 
reperfusión. Los hígados esteatósicos del grupo Retinol mostraron menos glóbulos de grasa (color rojo) 
en los hepatocitos, en comparación con los hígados esteatósicos de los grupos Sham y PH+I/R. Barra = 









Figura 31. Relación entre el grado de esteatosis y (A) niveles de AST plasmático (r=0.9677, P<0.05) y 
(B) índice mitótico (r=-0.9724, P<0.05). (■) animales del grupo Retinol(RT) tras 12 horas de reperfusión,  
(●) animales del grupo Retinol(RT) tras 24 horas de reperfusión, y (▲) animales del grupo Retinol(RT) tras 




















4.5.- Mecanismo de acción del retinol en hepatectomía parcial 
con I/R  
 
4.5.1.- El estrés oxidativo y los niveles de PPAR en el hígado esteatósico 
Varios artículos sugieren que el retinol podría llevar a cabo sus funciones en los hígados 
esteatósicos mediante la reducción del estrés oxidativo y/o la activación de la 
transcripción de ciertos genes (Yang Q., y cols. 2005; Rao J., y cols. 2010; Oliveros 
L.B., 2007). En este estudio, los niveles de MDA y nitrotirosinas en el grupo de Retinol 
fueron similares a los detectados en el grupo PH+I/R (Figura 30A), lo que indica que el 
retinol no modificó el estrés oxidativo en hígados esteatósicos. Por otra parte, el retinol 
no alteró los niveles de PPAR-α peró si aumentó el PPAR-γ en comparación con el 
grupo PH+I/R (Figura 32B). 
 
4.5.2.- Papel de PPAR-γ en los efectos beneficiosos de retinol en 
hígados esteatósicos 
La inhibición del PPAR-γ en presencia de retinol (grupo Retinol+antagonista de PPAR-
γ) eliminó los beneficios del retinol sobre el daño y la regeneración en los hígados 
esteatósicos. Los niveles de transaminasas y el grado de lesión hepática en el grupo 
Retinol+antagonista de PPAR-γ fueron similares a aquellos observados en el grupo 
PH+I/R (Figura 33A). El análisis histológico reveló áreas severas, extensivas y 
confluentes de necrosis coagulativa con infiltración de neutrófilos en los hígados 
esteatósicos del grupo Retinol+antagonista de PPAR-γ, las cuales fueron similares a las 
encontradas en el grupo PH+I/R. Tanto el número cómo la extensión de las áreas 
necróticas en los hígados esteatósicos se redujeron con la administración de retinol 
(Figura 33B). Sin embargo, las lesiones histológicas en el grupo Retinol+antagonista de 
PPAR-γ fueron similares a las del grupo PH+I/R. El grupo Retinol también exhibió un 
aumento del número de hepatocitos Ki-67 positivos en comparación con el grupo 
PH+I/R, lo que indica una mayor regeneración del hígado con la administración de 
retinol. Estos resultados se asociaron con altos niveles de HGF y bajos niveles de TGF-
β (Figura 34A). Esto coincidió en una disminución del porcentaje de hepatocitos Ki-67 
positivos y de los niveles de HGF, junto con un aumento en los niveles TGF- β, tanto en 
el grupo PH+I/R como en el grupo Retinol+antagonista de PPAR-γ (Figura 34A y B). 
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Conjuntamente, estos resultados sugieren fuertemente que los efectos beneficiosos del 
retinol están mediados por el PPAR-γ. 
 
4.5.3 La acumulación de lípidos en el hígado esteatósico 
Tras la hepatectomía parcial con I/R, se detecta un aumento de triglicéridos en hígado y 
plasma, e infiltración grasa hepatocelular (Figura 35A y B). Esto está en consonancia 
con un estudio anterior de Gazit y cols. (Gazit V., y cols. 2010) dónde observaron un 
aumento de lípidos hepáticos durante la regeneración posterior a la hepatectomía 
parcial. En este estudio, el retinol reduce esta acumulación de grasa hepática durante la 
regeneración hepática. Por otra parte, los niveles de triglicéridos y la infiltración grasa 
hepatocelular en el grupo Retinol+antagonista de PPAR-γ fue similar a la del grupo 
Retinol (Figura 35A y B), indicando que las acciones de retinol en este contexto son 









Figura 32. Efectos del retinol sobre (A) el estrés oxidativo y (B) PPAR-α y PPAR-γ, en hígados 
esteatósicos. (B) Encima, imágenes de western blot representativas de los niveles proteicos de PPAR-α y 
PPAR-γ; debajo, análisis densiométricos de los datos de los western blots. Las densidades de las bandas 
de PPAR-α y PPAR-γ fueron normalizadas con las de la β-actina. *p < 0.05 versus animales Sham, +p < 







Figura 33. Papel del PPAR-γ en los efectos beneficiosos del retinol sobre la lesión hepática 
(transaminasas, grado de lesión hepática y fotografías histológicas representativas del daño hepático) en 
hígados esteatósicos. Las tinciones de hematoxilina-eosina muestran extensivas áreas de necrosis 
coagulativa en el grupo PH+I/R y pequeñas áreas en el grupo Retinol. Las lesiones hepáticas en el grupo 
Retinol+PPAR-γ antag son similares a las del grupo PH+I/R. Barra = 1000 μm. *p < 0.05 versus animales 












Figura 34. Papel del PPAR-γ en los efectos beneficiosos del retinol sobre la regeneración hepática 
(porcentaje de hepatocitos Ki-67 positivos, niveles de HGF y TGF-β y fotografías histológicas 
representativas de la inmunohistoquímica de hepatocitos Ki-67 positivos) en hígados esteatósicos. El 
porcentaje de hepatocitos Ki-67 positivos en el grupo PH+I/R y en el grupo Retinol+PPAR-γ antag fue 











Figura 35. Efectos del retinol sobre (A) los niveles plasmáticos y hepáticos de triglicéridos. (B) 
Fotografías representativas de tinción RedOil. Los hígados esteatósicos del grupo Retinol mostraron 
menos glóbulos de grasa (color rojo) que los hígados de los grupos PH+I/R y Retinol+PPAR-γ antag. 


































La lesión por I/R hepática, inherente a la cirugía hepática, continúa siendo un problema 
sin resolver en la práctica clínica a pesar de los recientes avances en los tratamientos 
farmacológicos, quirúrgicos y del establecimiento de estrategias de terapia génica. La 
I/R, usada para controlar el sangrado durante las resecciones hepáticas, está asociada a 
disfunciones hepáticas, siendo mayores los problemas operatorios en hígados 
esteatósicos por presentar poca tolerancia a la I/R (Ramalho F., y cols. 2006). En 
trasplante hepático, la I/R es la causa principal tanto del mal funcionamiento como del 
fallo primario del injerto hepático, este último responsable de 81% de los retrasplantes 
durante la primera semana tras la intervención quirúrgica. Y si esto ocurre en hígados 
sanos aun son mayores los casos de mal función o fallo primario del injerto hepático 
cuando el injerto es esteatósico, de ahí que la esteatosis sea la causa principal del mayor 
numero de órganos considerados no aptos para el trasplante, acentuando así la 
problemática de la falta de injertos hepáticos para trasplante (D'Alessandro A.M., y cols. 
1995). Además, se espera una mayor prevalencia de esteatosis en la población en 
general y por lo tanto en la cirugía hepática (Veteläinen R., y cols, 2007). Teniendo en 
cuenta estas observaciones, es evidente la necesidad de desarrollar estrategias 
protectoras para minimizar los efectos adversos de la lesión por I/R en los hígados 
esteatósicos. Esto incidiría en una mayor disponibilidad de injertos hepáticos para 
trasplante y consecuentemente en una reducción en las listas de espera de pacientes que 
requieren un trasplante de hígado. 
El RBP4 es una adipocitoquina que aumenta en obesidad y que puede tener propiedades 
pro-inflamatorias (Graham T.E. y cols. 2006; Yang Q., y cols. 2005; Cho Y.M., y cols. 
2006; Lee D.C., y cols. 2007; Yao-Borengasser A., y cols. 2007). Se ha descrito que el 
RBP4 regula mediadores inflamatorios que también estarían implicados en la lesión por 
I/R hepática en hígados esteatósicos (Casillas-Ramírez A., y cols. 2006b; Graham T.E., 
y cols. 2006; Wu H., y cols. 2008). En la bibliografía solo existe un estudio sobre los 
efectos del RBP4 en I/R hepática. En este estudio, basado en un modelo de I/R hepática 
por transplante hepático, se sugirió que una modulación farmacológica del RBP4 
protegía a los hígados esteatósicos frente a la lesión inducida por I/R fría. Teniendo en 
cuenta estas observaciones, y teniendo en cuenta la relevancia clínica de la I/R en 
resecciones hepáticas, se evaluó si la modulación farmacológica del RBP4 podría ser 
considerada como una estrategia protectora en hígados esteatósicos sometidos a una 
hepatectomía parcial del 70% con I/R.  
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En la presente tesis se evidencia que los niveles de RBP4 en hígados no esteatósicos 
sometidos a una resección parcial fueron prácticamente como el grupo Sham, pero se 
detectaron niveles de RBP4 reducidos en presencia de esteatosis. Este hallazgo está en 
consonancia con datos previos que han mostrado niveles reducidos de RBP4 en 
enfermedades hepáticas, tales como cirrosis, hepatitis aguda y malnutrición (Smith F.R., 
y cols. 1971; Smith J.C. Jr, y cols. 1975; McClain C.J., y cols. 1979); en diferentes tipos 
de inflamación inducida por lipopolisacárido o por IL-6 (Rosales F.J., y cols. 1996; 
Rosales F.J., y cols. 1998), e incluso en hígados esteatósicos sometidos a un trasplante 
(Casillas-Ramírez A., y cols. 2011). Esta disminución de los niveles de RBP4 observada 
en la circulación después de la hepatectomía parcial con I/R, podría reflejar una 
disminución de la síntesis hepática de RBP4 debido a una pérdida de tejido hepático 
funcional. Debido a que el hígado es el tejido principal de síntesis de RBP4 (Casillas-
Ramírez A., y cols. 2011; Mody N., y cols. 2008), el daño de hepatocitos disminuye los 
niveles plasmáticos de RBP4. Por otra parte, la síntesis de proteínas de fase aguda 
negativas como RBP4 podría ser reducida en el hígado durante la inflamación o la 
cirugía como parte de una respuesta compensatoria al repentino aumento en la síntesis 
de proteínas de fase aguda positivas (Rosales F.J., y cols. 1996). Por otra parte, los 
efectos del RBP4 en I/R hepática podrían depender de las condiciones quirúrgicas. En 
efecto, mientras Casillas-Ramírez y cols. demostraron los efectos beneficiosos del 
RBP4 en hígados esteatósicos sometidos a trasplante hepático (Casillas-Ramírez A., y 
cols. 2011). La administración de RBP4 no solo no protege a los hígados esteatósicos y 
no esteatósicos en condiciones de hepatectomía parcial con I/R, sino que empeora la 
lesión hepática, el fallo en la regeneración y disminuye la tasa de supervivencia. 
El retinol, que en condiciones normales se almacena en el hígado, se redujo en hígados 
esteatósicos tras hepatectomía parcial con I/R y aumentó en el plasma. Esto es 
consistente con el aumento de la secreción de retinol a partir de hígados esteatósicos en 
la circulación. Sin embargo, otras hipótesis propuestas en diferentes enfermedades 
hepáticas (Sato M.,  y cols. 1982), incluyendo el aumento del catabolismo de retinol en 
el hígado y/o la disminución de la captación hepática de ésteres de retinilo formado en 
los tejidos periféricos, no deben ser descartadas. 
Siguiendo con los objetivos de la presente tesis, se estudió los efectos del RBP4 y la 
relación de este con el retinol en condiciones de resección hepática parcial con I/R. 
Estudios previos han descrito que en condiciones normales el retinol se encuentra en el 
plasma en una relación molar 1:1 con el RBP4 (la relación RBP4/retinol es 
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aproximadamente 1,0) (Soprano D.R., y cols. 1982). Por lo tanto, cuando la 
concentración de una de las moléculas aumenta, la otra molécula debe aumentar en la 
concentración para mantener la relación; de forma similar, las reducciones en una de 
ellas deben estar asociada con una reducción en la otra (Sato M.,  y cols. 1982). Sin 
embargo, en las condiciones experimentales de la presente tesis, y en consonancia con 
los datos de otros autores (Tuitoek P.J., y cols. 1996), la relación RBP4/retinol en el 
grupo de Sham de animales Ob (esteatósicos) fue aproximadamente de 2, lo que indica 
que la proporción de RBP4 en el plasma fue mayor que la de retinol. En este contexto, 
se debe considerar que RBP4 está presente tanto en holoforma (ligada al retinol) como 
en su apoforma (retinol-unido) y que RBP4 puede transportar y entregar otras moléculas 
lipofílicas además a retinol (Yang Q., y cols. 2005; Mallia A.K., y cols. 1975). Teniendo 
en cuenta que el TTR, tal como dice su nombre, transporta tiroxina y RBP4 unido al 
retinol en el plasma y en el líquido cefaloraquídedo, se estudió los niveles de TTR en 
los distintos grupos. En el grupo PH+I/R se observaron bajos niveles de RBP4 y de 
TTR. Esto estaría en consonancia con el hecho que el TTR también es una proteína de 
fase aguda negativa, y por lo tanto su síntesis también se ve reducida durante la 
inflamación (Rosales F.J., y cols. 1996). Al observar esta bajada en los niveles de RBP4 
y TTR uno se podría preguntar cómo es que se mantienen los altos niveles plasmáticos 
de retinol en el grupo PH+I/R. Sin embargo, a pesar del descenso en los niveles de 
RBP4 y TTR, la relación RBP4/retinol en este grupo continúa siendo mayor que 1, y 
por lo tanto hay suficiente RBP4 para unirse al retinol. De esta misma forma, se puede 
suponer que los niveles reducidos de TTR en plasma del grupo PH+I/R también son 
suficientes para mantener el complejo retinol-RBP4 en plasma, ya que los niveles 
circulantes de TTR están, por lo general, 3-5 veces en exceso molar a los del RBP4 
circulante (Rosales F.J., y cols. 1996; Mody N., y cols. 2008). Esta falta de correlación 
entre los niveles de RBP4 y de TTR en plasma, pese a ser las dos proteínas de fase 
aguda negativas y tener una menor síntesis durante la inflamación (Rosales F.J., y cols. 
1996), podría explicarse, al menos en parte, por una eliminación diferencial por los 
riñones (Mody N., y cols. 2008). El TTR, que tiene un peso molecular de 14 kDa, se 
encuentra en la circulación en forma de homotetrámero, y por lo tanto tiene un peso 
molecular final de 56 kDa. Por otro lado, el RBP4 tiene un peso molecular de 21 kDa. 
De esta forma, la unión del RBP4 a la TTR, le permite resistir a la filtración glomerular 
y reducir su eliminación renal (Mody N., y cols. 2008). Por otra parte, el TTR, que es 
sintetizado en el hígado y en el plexo coroideo, tiene funciones adicionales, como por 
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ejemplo la de transportar la hormona T4 (Tuitoek P.J., y cols. 1996). Y por lo tanto, sus 
niveles vendrían regulados por su relación con el RBP4, y por su relación con la 
hormona T4. 
Posteriormente se evaluó el efecto de la administración conjunta de RBP4 y retinol. El 
RBP4, que como se ha comentado anteriormente tiene efectos perjudiciales sobre la 
lesión por I/R, también ejerce efectos perjudiciales sobre la regeneración hepática en 
ambos tipos de hígado. Al administrar conjuntamente el RBP4 y el retinol, se observó 
que estos efectos perjudiciales del RBP4 son independientes del retinol. Por otra parte, 
los cambios en el metabolismo del retinol inducidos por el RBP4 deben ocurrir 
simplemente como consecuencia de la progresión de la lesión hepática por I/R, y por lo 
tanto no podría explicar los mecanismos de los efectos perjudiciales del RBP4. El 
mecanismo que explica estos hallazgos no está claro. Los ésteres de retinilo parecen 
estar afectados por la administración de RBP4, sugiriendo que el RBP4 tiene acciones 
independientes al simple transporte de retinol. Sin embargo, este aumento en los niveles 
de ésteres de retinilo inducido por el RBP4 no explica los efectos perjudiciales del 
RBP4 en este modelo experimental. En efecto, la pérdida de retinoides, en lugar de un 
aumento de los niveles de retinoides, es la que contribuye al desarrollo de enfermedades 
hepáticas (Blaner W.S., y cols. 2009). Se ha sugerido que la reducción en los niveles de 
retinoides observada en pacientes con enfermedad hepática alcohólica no podía ser 
debida a una malnutrición, pero podría ser debida a un aumento de la degradación de 
retinoides en el hígado o a un aumento de la movilización de estos hacia tejidos 
extrahepáticos. Pero en los resultados de la presente tesis no solo no se observó un 
aumento de retinoides plasmáticos al tratar las ratas con RBP4, sino que disminuían sus 
niveles plasmáticos. De esta manera, no es probable que en estas condiciones 
experimentales los retinoides sean movilizados a otros tejidos. De esta forma, se podría 
esperar que los tejidos extrahepáticos que dependen del retinol como fuente de vitamina 
A se vieran afectados por los bajos niveles plasmáticos de retinol inducidos por el 
RBP4. Sin embargo, esto tampoco explicaría los efectos perjudiciales del RBP4 en el 
hígado. En efecto, cuando el RBP4 se administra en combinación con el retinol la tasa 
de supervivencia de los animales es baja, y similar a la observada cuando se administra 
solo RBP4. 
En estudios previos a la presente tesis se detectaron elevados niveles de RBP4 
plasmáticos en ratones resistentes a insulina y en humanos con obesidad y diabetes tipo 
2. Un aumento en la expresión de RBP4 por transgénesis o por inyección de RBP4 
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recombinante en ratones normales causa resistencia a insulina. Por otra parte, una 
deleción genética del RBP4 incrementa la sensibilidad a la insulina (Yang Q., y cols. 
2005). Estudiar si el RBP4 también tiene efectos metabólicos no era uno de los 
objetivos de la presente tesis. Sin embargo, debido a los resultados obtenidos, esto no 
parece ser el caso del modelo experimental usado. Las ratas Zucker obesas utilizadas en 
la presente tesis tienen el receptor de la leptina mutado, y, como resultado, son 
hiperfágicas, obesas y hiperinsulinemicas. Estas ratas, con resistencia a la insulina, pero 
con niveles normales de glucosa en sangre no desarrollan diabetes. Las ratas Zycker 
Lean mantienen su fenotipo Lean durante su vida, con niveles normales de insulina y 
glucosa en sangre. La administración de RBP4 no alteró ni la insulina ni la glucosa 
plasmáticas en las ratas Zucker Ob sometidas a PH+I/R, y por lo tanto no había relación 
alguna entre los niveles de RBP4 y la resistencia a insulina. En efecto, las ratas Zucker 
Ln y Ob del grupo Sham mostraron niveles de RBP4 similares en hígado y plasma, 
mientras que solo las ratas Zucker Ob son insulina-resistentes. Hay que tener en cuenta, 
en el estudio antes mencionado (Lanne B., y cols. 2006), tanto los ratones 
genéticamente Ob, como los ratones Ob inducidos dietéticamente con resistencia a 
insulina, exhibieron mayores niveles de RBP4 plasmáticos en comparación con los 
controles Ln. Las diferencias en los niveles plasmáticos de RBP4 observados entre el 
mencionado estudio y la presente tesis pueden ser debidos, al menos en parte, a 
diferencias en la regulación del RBP4 entre ratones y ratas (Lanne B., y cols. 2006). 
Todo esto indica que en las condiciones de la presente tesis el RBP4 no afecta la 
resistencia a la insulina. 
Futuros estudios, que no forman parte de los objetivos de la presente tesis, son 
necesarios para entender porqué la modulación farmacológicas del RBP4 ejerce estos 
efectos dañinos en los hígados sometidos a resección parcial con I/R. Es posible que 
cambios compensatorios en la síntesis proteica de proteínas de fase aguda positivas y 
negativas, las cuales son necesarias para restaurar la homeostasis proteica tras una 
resección hepática, fueran perturbados en el hígado restante. Desde un punto de visto 
clínico, estrategias basadas en la modulación de RBP4 no deben ser apropiadas en 
resecciones hepáticas o en condiciones quirúrgicas como el trasplante de injertos 
hepáticos de tamaño reducido. De hecho al administrar RBP4 para compensar su 




Posteriormente se evaluó el efecto del retinol. A diferencia de la administración de 
RBP4, el pretratamiento con retinol podría abrir nuevas posibilidades para 
intervenciones terapéuticas en la resección de hígados esteatósicos. Tal y como se 
esperaba, la administración de retinol aumentó el almacenaje de vitamina A en el 
hígado. El aumento de los niveles plasmáticos de ésteres de retinilo, pero no de retinol o 
RBP4, tras la administración de retinol sugiere que el retinol es incorporado en los 
hepatocitos como ésteres de retinilo y secretado junto con lipoproteínas. Por lo tanto, la 
administración de retinol podría suministrar vitamina A a los tejidos diana. Teniendo 
esto en cuenta, junto con estudios que evidencian que el RBP4 solo contendría un sitio 
de unión a retinol (Mody N., y cols. 2005), el hecho de que la relación RBP4/retinol tras 
la administración de retinol sea menor que 1 sugiere que una fracción de retinol está 
unido a transportadores distintos al RBP4, tal y como ocurre en otras patologías (Mallia 
A.K., y cols. 1975). Se he observado que el retinol unido a RBP4 no parece manifestar 
sus efectos en las membranas biológicas (Dingle J.T., y cols. 1972). Por lo tanto,  
futuros estudios clínicos basados en los beneficios del retinol, deberían centrarse en los 
posibles transportadores de retinol en estas condiciones. También se debería estudiar si 
estos efectos beneficiosos del retinol están activos durante el transporte, pues se ha 
observado que el modo de transporte de retinol puede ser un determinante importante en 
el desarrollo de las manifestaciones de hipervitaminosis A.  
Por otro lado, en este modelo experimental, y independientemente de cual o cuales 
puedan ser el transportador que ayuda al RBP4 a transportar el retinol que se encuentra 
en exceso, los resultados presentados en la presente tesis indican que el retinol reduce el 
daño y mejora la regeneración del hígado en un modelo experimental PH+I/R. 
Resultados previos a la presente tesis indicaron que la terapia con retinol afectó a 
hígados esteatósicos sometidos tanto a I/R, como a hepatectomía parcial. Por otro lado, 
el retinol reduce el daño hepático en ratas Ob sometidas a isquemia parcial de 1 hora y 
sin hepatectomía; y reduce el daño hepático y el fallo regenerativo de hígados 
esteatósicos sometidos a resección parcial del 70%. 
Estudios previos han demostraron que el ácido al-trans-retinoico protegía los hígados no 
esteatósicos contra los efectos dañinos del estrés oxidativo en isquemia caliente sin 
hepatectomía (Rao J., y cols. 2010). En las condiciones de la presente tesis, de 
hepatectomía parcial del 70% con I/R, el retinol solo protegía los hígados esteatósicos, y 
lo hacía por un mecanismo independiente del estrés oxidativo. Estas diferencias entre el 
estudio de Rao y cols., y la presente tesis podrían ser debidas a diferencias en el fármaco 
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usado, la dosis y frecuencia del fármaco administrado, y a diferencias de las condiciones 
quirúrgicas. En las condiciones de la presente tesis el retinol disminuía la lesión 
hepática, aumentaba la regeneración tras la hepatectomía y reducía los niveles de 
esteatosis. 
Se evaluó el PPAR-α y el PPAR-γ como posibles mediadores implicados en los 
beneficios del retinol debido a que estudios previos  habían apuntado hacia una relación 
entre los PPAR y el retinol (Yang Q., y cols. 2005; Oliveros L.B., y cols. 2007). Los 
resultados demostraron que a diferencia con lo publicado anteriormente, el retinol no 
modificaba los niveles de PPAR-α. Por el contrario, la administración de retinol 
sobrerreguló los niveles de PPAR-γ para proteger los hígados esteatósicos de la lesión 
por I/R y del fallo de la regeneración hepáticas tras la cirugía. En contraste con el papel 
clave del PPAR-γ en estas acciones protectoras del retinol, los efectos del retinol sobre 
la acumulación de lípidos fueron independientes de PPAR-γ. De esta manera, la 
sobrerregulación de PPAR-γ en condiciones quirúrgicas de PH+I/R en hígados 
esteatósicos protegería dichos hígados; mientras que en condiciones de trasplante 
hepático una inhibición de PPAR-γ protegería a los hígados esteatósicos. 
Futuros estudios son necesarios para conocer cuáles son los mecanismos por los cuales 
el retinol previene la acumulación de lípidos en el hígado regenerativo tras la cirugía. 
Los efectos del retinol sobre la movilización de los ácidos grasos de los tejidos 
periféricos, la lipogénesis hepática, la oxidación hepática de los ácidos grasos, y los 
mecanismos de secreción de triglicéridos hepáticos deben ser explorados como posibles 
respuestas a esta pregunta. Por otra parte, se deben llevar a cabo investigaciones para 
determinar si estos cambios en la acumulación lipídica hepática inducidos por el retinol 
son relevantes para el daño y la regeneración hepáticos. De acuerdo con resultados 
previos, el pre-tratamiento con adiponectina disminuye la esteatosis hepática mediante 
la regulación a la baja de FAS y UCP-2 e incrementa los niveles de ATP, mejorando la 
regeneración post-quirúrgica (Elias-Miró M., y cols. 2011). Por otro lado, estrategias 
como la regulación adiponectina, que reducen la esteatosis hepática, deberían 
considerarse con cautela antes de aplicarse a la práctica clínica, ya que otros estudios, 
principalmente con hígados no esteatósicos, han demostrado que estrategias basadas en 
la reducción de la acumulación de lípidos hepáticos podría empeorar la regeneración 
post-quirúrgica. Se sabe que durante la regeneración hepática hay una acumulación 
transitoria de grasa en el hígado procedente del tejido adiposo para suministrar la 
energía necesaria al hígado. Por lo tanto, las estrategias basadas en la interrupción de 
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esta esteatosis transitoria deberían considerarse con mucha cautela, ya que dependiendo 
del estado inicial del hígado (esteatósicos o no esteatósicos) tendría efectos 
completamente distintos. Teniendo en cuenta esto, una pregunta a resolver sería cuánto 
se debe reducir la esteatosis en los hígados esteatósicos para proteger este tipo de 
hígados; ya que como se ha mencionado anteriormente, una reducción en el contenido 
de grasa hepática en los hígados no esteatósicos podría estar asociada con una alteración 
de la regeneración, debido a la falta de gotas lipídicas que le suministren la energía 
necesaria para la regeneración hepática. Otro punto importante por resolver es si esta 
esteatosis debería ser reducida antes de la intervención quirúrgica, y, por lo tanto, evitar 
la vulnerabilidad de los hígados esteatósicos a la I/R, o utilizar medicamentos para 
reducir los niveles de triglicéridos hepáticos durante la cirugía y así conservar la energía 
necesaria para la regeneración del hígado. 
Desde el punto de vista de una posible aplicación clínica, los hallazgos descritos en la 
presente tesis pueden abrir nuevas posibilidades para la intervención terapéutica en las 
resecciones hepáticas con I/R. Mientras el RBP4 en estas condiciones no debería ser 
modulado farmacológicamente, el retinol sería una diana terapéutica apropiada en los 
hígados esteatósicos sometidos a una resección parcial con I/R. Así pues, una 
administración de retinol recombinante, o de agonistas de retinol podría ser efectiva en 
las hepatectomías parciales con I/R en hígados esteatósicos, reduciendo así el daño 
asociado a la lesión por I/R y aumentando la regeneración hepática a través de la 
sobrerregulación del PPAR-γ. Estas estrategias no serían útiles en ausencia de esteatosis 
hepática. Además, estrategias dirigidas a reducir la esteatosis de los hígados 
esteatósicos, ya sea a través del retinol u otro mecanismo como la adiponectina, podrían 
ser útiles para mejorar la regeneración post-quirúrgica. Aun y así, y tal y como se ha 
comentado anteriormente, se debería estudiar a partir de qué porcentaje de esteatosis 
son útiles estas estrategias, y cuánta esteatosis es necesaria reducir para poder observar 















































Las conclusiones de la presente tesis son las siguientes: 
 
1. En condiciones de hepatectomía parcial con I/R, los hígados esteatósicos y no 
esteatósicos presentaron niveles de RBP4 más bajos que los hígados de ratas 
Sham. 
2. El RBP4 está implicado en la lesión por I/R y en el fallo en la regeneración 
hepática asociados a las hepatectomías parciales con I/R en ambos tipos de 
hígados. 
3. La modulación farmacológica del RBP4, empeora la regeneración hepática y 
reduce la supervivencia en ambos tipos de hígado sometidos a cirugía. 
4. Los datos obtenidos respecto a la ratio RBP4/retinol, indican que el RBP4 puede 
transportar otras moléculas diferentes al retinol. 
5. Los efectos perjudiciales del RBP4 son independientes de retinol. Los cambios 
en el metabolismo del retinol inducidos por el RBP4 ocurren como consecuencia 
de la progresión de la lesión y del fallo en la regeneración. 
6. Los ésteres de retinilo están afectados por el RBP4, indicando que el RBP4 tiene 
acciones independientes al simple transporte del retinol. 
7. Después de un proceso de hepatectomía parcial con I/R, los hígados esteatósicos 
presentaron niveles de retinol inferiores a los hígados esteatósicos Sham, 
mientras que los hígados no esteatósicos no mostraron ningún cambio en sus 
niveles de retinol tras la cirugía. 
8. La administración de retinol aumenta la lesión, empeora la regeneración y 
reduce la supervivencia en hígados no esteatósicos. 
9. Por otro lado, la administración de retinol en los hígados esteatósicos tiene 
efectos beneficiosos sobre la lesión, la regeneración y la supervivencia tras la 
cirugía hepática. 
10. La relación RBP4/retinol en hígados esteatósicos sometidos a resección hepática 
parcial con I/R y pre-tratamiento con retinol está por debajo de 1, y por lo tanto 
una parte de este retinol plasmático está transportado por algún transportador, 
desconocido, diferente del RBP4. 
11. Los beneficios del retinol en la resección hepática parcial con I/R no ocurren a 
través de una mejora en el estrés oxidativo. Los efectos beneficiosos del retinol 
en la lesión por I/R y la regeneración hepáticas están mediados por un aumento 
en la expresión del PPAR-γ y una reducción de la esteatosis hepática. Este 
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aumento del PPAR-γ no es responsable de los efectos beneficiosos del retinol 











































Atalla S.L., et al. Influence of oxygen-derived free radical scavengers on ischemic 
livers. Transplantation 1985;40:584-590.  
 
Amersi F., et al. P-selectin glycoprotein ligand-1 (rPSGL-Ig)-mediated blockade of 
CD62 selectin molecules protects rat steatotic liver grafts from ischemia/reperfusion 
injury. Am J Transplant 2002;2:600-608. 
 
Amersi F., et al. Fibronectin-alpha 4 beta 1 integrin-mediated blockade protects 
genetically fat Zucker rat livers from ischemia/reperfusion injury. Am J Pathol 
2003;162:1229-1239. 
 
Arndt H., et al. Involvement of neutrophils in ischemia-reperfusion injury in the small 
intestine. Klin Wochenschr 1991;69:1056-1060. 
 
Azoulay D., et al. Ischemic preconditioning for major liver resection under vascular 
exclusion of the liver preserving the caval flow: a randomized prospective study. J  Am 
Coll Surg 2006;202:203-211. 
 
Bahcecioglu I.H., et al. Levels of serum vitamin A, alpha-tocopherol and 
malondialdehyde in patients with nin-alcoholic steatohepatitis: relationship with 
histologic severity. Int J Clin Pract 2005;59:318-23. 
 
Balagopal P., et al. Reduction of elevated serum retinol binding protein in obese 
children by lifestyle intervention: association with subclinical inflammation. J Clin 
Endocrinol Metab 2007;92:1971-1974. 
 
Baykal A., et al. Experimental study of the effect of adrenaline tolerance on intestinal 
ischaemia-reperfusion. Br J Surg 1998;85:947-950. 
 
Behrns K.E., et al. Hepatic steatosis as a potential risk factor for major hepatic 




Belghiti J., et al. Seven hundred forty-seven hepatectomies in the 1990s: an update to 
evaluate the actual risk of liver resection.J Am Coll Surg 2000;19:38-46. 
 
Bellovino D., et al. Vitamin A transport: in vitro models for the study of RBP secretion. 
Mol Aspects Med 2003;24:411-420. 
 
Biasi F., et al. Oxidative damage in human liver transplantation. Free Radic Biol Med 
1995;19:311-317. 
 
Bilzer M., and Lauterburg B.H. Oxidant stress and potentiation of ischemia/reperfusion 
injury to the perfused rat liver by human polymorphonuclear leukocytes. J Hepatol 
10994;20:473-477. 
 
Bismuth H., and Houssin D. Reduced-sized orthotopic liver graft in hepatic 
transplantation in children. Surgery 1984;95:367-370. 
 
Blaner W.S. Retinol-binding protein: the serum transport protein for vitamin A. Endocr 
Rev 1989;10:308-316. 
 
Blaner W.S., et al. Hepatic stellate cell lipid droplets: a specialized lipid droplet for 
retinoid storage. Biochim Biophys Acta 2009;1791:467-473.  
 
Boulton R., et al. Nonparenchymal cells from regenerating rat liver generate interleukin-
1alpha and -1beta: a mechanism of negative regulation of hepatocyte proliferation. 
Hepatology 1997;26:49-58. 
 
Boyer T.D., et al. Hepatology, a texbook of liver disease. 4th edition. Saunders 
Editorial, Philadelphia, 2003. 
 
Burr A.W., et al. Anti-hepatocyte growth factor antibody inhibits hepatocyte 





Busuttil R.W., and Goss J.A. Split liver transplantation. Ann Surg 1999;229:313-321. 
 
Bussolatti B., et al. Modulatory effect of interleukin-10 on the production of platelet-
activating factor and superoxide anions by human leucocytes. Immunology 
1997;90:440-447. 
 
Caraceni P., et al. The reduced tolerance of rat fatty liver to ischemia reperfusion is 
associated with mitochondrial oxidative injury. J Surg Res 2005;124:160–168. 
 
Casillas-Ramírez A., et al. Ischemia-reperfusion syndrome associated with liver 
transplantation: an update. Gastroenterol Hepatol 2006;29:306-313. (2006a). 
 
Casillas-Ramírez A., et al. Past and future approaches to ischemia-reperfusion lesion 
associated with liver transplantation. Life Sci 2006;79:1881-1894. (2006b). 
 
Casillas-Ramírez A., et al. Retinol-binding protein 4 and peroxisome proliferator-
activated receptor-γ in steatotic liver transplantation. J Pharmacol Exp Ther. 
2011;338:143-153. 
 
Cho Y.M., et al. Plasma retinol-binding protein-4 concentrations are elevated in human 
subjects with impaired glucose tolerance and type 2 diabetes. Diabetes Care 
2006;29:2457-2461. 
 
Cingolani H.E., et al. Fisiología Humana. 2000.7ª Edición.  
 
Clavien P.A., e al. Preservation and reperfusion injuries in liver allografts. An overview 
and synthesis of current studies. Transplantation1992;53:957-978. 
 
Clavien P.A., et al. A prospective randomized study in 100 consecutive patients 
undergoing major liver resection with versus without ischemic preconditioning. Ann 
Surg 2003;238:843-852. 
 
Contreras J.L., et al. Caspase-8 and caspase-3 small interfering RNA decreases 




Court F.G., et al. The mystery of liver regeneration. Br J Surg 2002;89:1089-1095. 
 
Crowley H., et al. Steatosis in donor and transplant liver biopsies. Hum Pathol 
2000;31:1209-1213. 
 
Curzio M., et al. Chemotactic activity of hydroxyalkenals on rat neutrophils. Int J 
Tissue React 1985;7:137-142 
 
D'Alessandro A.M., et al. Successful extrarenal transplantation from non-heart-beating 
donors. Transplantation 1995;59:977-982. 
 
D'Andrea A., et al. Interleukin 10 (IL-10) inhibits human lymphocyte interferon 
gamma-production by suppressing natural killer cell stimulatory factor/IL-12 synthesis 
in accessory cells. J Exp Med 1993;178:1041-1048. 
 
Day C.P., and James O.F. Steatohepatitis: a tale of two "hits"? Gastroenterology. 
1998;114:842-845. 
 
Delva E., et al. Vascular occlusions for liver resections. Operative management and 
tolerance to hepatic ischemia: 142 cases. Ann Surg 1989;209:211-218. 
 
Diesen D.L., and Kuo, P.C Nitric oxide and redox regulation in the liver: Part I. General 
considerations and redox biology in hepatitis. J Surg Res 2010;162:95-109. 
 
Dingle J.T., et al. The effect of retinol and of retinol-binding protein on embryonic 
skeletal tissue in organ culture. J. Cell Scr 1972;11:393-402. 
 
Drath D.B., and Karnovsky M.L. Superoxide production by phagocytic leukocytes. J 
Exp Med 1975;141:257-262. 
 





Elias-Miró M., et al. Current knowledge on oxidative stress in hepatic ischemia/ 
reperfusion. Free Radic Res 2013;47:555-68. (2012a). 
 
Elias-Miró M., et al. Chapter: Ischemia-Reperfusion Injury Associated with Liver 
Transplantation in 2011: Past and Future. Book: Liver Transplantation – Basic Issues. 
InTech 1st edition. (2012b). 
 
Elias-Miró M., et al. Retinol binding protein 4 and retinol in rat steatotic and non-
steatotic livers in partial hepatectomy under ischemia-reperfusion. Liver Transpl 
2012;18:1198-208. (2012c). 
 
Elias-Miró M., et al. The current knowledge of the role of PPAR in hepatic ischemia-
reperfusion injury. PPAR Research 2012;2012:802384. (2012d). 
 
Elias-Miró M., et al. Resistin and visfatin in steatotic and non-steatotic livers in the 
setting of partial hepatectomy under ischemia-reperfusion. J Hepatol 2013 Aug 19. 
 
Enami Y., et al. Anti-transforming growth factor-beta1 antibody transiently enhances 
DNA synthesis during liver regeneration after partial hepatectomy in rats. J 
Hepatobiliary Pancreat Surg 2001;8:250-258. 
 
Fausto, N. Liver regeneration. J Hepatol 2000;32:19-31. 
 
Fawcett D.W. Tratado de Histología, 12ª edición. Editorial McGraw-Hill 
Interamericana, Madrid, 1997. 
 
Ferguson D.M., et al. UW solution protects against reperfusion injury by inhibiting lipid 
peroxidation. Transplant Proc. 1991;23:1552-1553. 
 
Folch J., et al. A simple method for the isolation and purification of total lipides from 




Fondevila C., et al. Cyclic RGD peptides with high affinity for alpha5beta1 integrin 
protect genetically fat Zucker rat livers from cold ischemia/reperfusion injury. 
Transplant Proc 2005;37:1679-1681. 
 
Foster J.H., Berman MM.Solid liver tumors. Major Probl Clin Surg 1977;22:1-342. 
 
Fukumori T., et al. The mechanism of injury in a steatotic liver graft during cold 
preservation. Transplantation 1999;67:195-200. 
 
Ganong W.F. Review of Medical Physiology. 20th edition. 2001. 
 
García-Valdecasas J.C., et al. [Adult living-donor liver transplantation]. Gastroenterol 
Hepatol 2009;32:577-583. 
 
Gazit V., et al. Liver regeneration is impaired in lipodystrophic fatty liver dystrophy 
mice. Hepatology 2010;52:2109-2117. 
 
Gerard C., et al. Interleukin 10 reduces the release of tumor necrosis factor and prevents 
lethality in experimental endotoxemia. J Exp Med 1993;177:547-550. 
 
Ghezzi P., et al. Hypoxia increases production of interleukin-1 and tumor necrosis 
factor by human mononuclear cells. Cytokine 1991;3:189-194. 
 
Gieng S.H., et al. Accumulation of retinol in the liver after prolonged hyporetinolemia 
in the vitamin A-sufficient rat. J Lipid Res 2005;46:641-649. 
 
Goode H.F., et al. Reperfusion injury, antioxidants and hemodynamics during 
orthotopic liver transplantation. Hepatology 1994;19:354-9. 
 
Graham T.E., et al. Retinol-binding protein 4 and insulin resistance in lean, obese, and 
diabetic subjects. N Engl J Med 2006;354:2552-2563. 
 
Hayashi M., et al. Effects of fatty infiltration of the graft on the outcome of living-




Hong F., et al. Interleukin 6 alleviates hepatic steatosis and ischemia/reperfusion injury 
in mice with fatty liver disease. Hepatology 2004;40:933-941. 
 
Horrobin D.F. Is the main problem in free radical damage caused by radiation, oxygen 
and other toxins the loss of membrane essential fatty acids rather than the accumulation 
of toxic materials? Med Hypotheses 1991;35:23-26. 
 
Huang S.C., et al. Serum Retinol-binding Protein 4 Is Independently Associated With 
Pediatric NAFLD and Fasting Triglyceride Level. JPGN 2013;56: 145–150. 
 
Huguet C., et al. Liver ischemia for hepatic resection: where is the limit?. Surgery 
1992;111:251-259. 
 
Hui A.M., et al. Liver injury following normothermic ischemia in steatotic rat liver. 
Hepatology 1994;20:1287-1293. 
 
Ichim T.E., et al. RNA interference: a potent tool for gene-specific therapeutics. Am J 
Transplant 2004;4:1227-1236. 
 
Ijaz S., et al. Impairment of hepatic microcirculation in fatty liver. Microcirculation 
2003;10:447–556. 
 
Issekutz T.B. Effects of six different cytokines on lymphocyte adherence to 
microvascular endothelium and in vivo lymphocyte migration in the rat. J Immunol 
1990;144:2140-2146. 
 
Jaeschke H., et al. Superoxide generation by neutrophils and Kupffer cells during in 
vivo reperfusion after hepatic ischemia in rats. J Leukoc Biol 1992;52:377-382. 
 
Jaeschke H., and Lemasters J.J. Apoptosis versus oncotic necrosis in hepatic ischemia/ 




Kanno M., et al. Lipid peroxidation of parenchymal hepatocytes during cold 
preservation and after reoxygenation in rats. Transplant Proc 1993;25:2716-2721.  
 
Khalil N. TGF-beta: from latent to active. Microbes Infect 1999;1:1255-63. 
 
Klein A.S., et al. Discriminant quantitation of posttransplant hepatic reticuloendothelial 
function. The impact of ischemic preservation. Transplantation 1996;61:1156-1161. 
 
Knolle P.A., et al. Regulation of endotoxin-induced IL-6 production in liver sinusoidal 
endothelial cells and Kupffer cells by IL-10. Clin Exp Immunol 1997;107:555-61. 
 
Koken T., and Inal M. The effect of nitric oxide on ischemia-reperfusion injury in rat 
liver. Clin Chim Acta 1999;288:55-62. 
 
Koneru B., et al. Ischemic preconditioning in deceased donor liver transplantation: a 
prospective randomized clinical trial of safety and efficacy. Liver Transplant 
2005;11:196–1002.  
 
Koniaris L.G., et al. Liver regeneration. J Am Coll Surg 2003;197:634-659. 
 
Koteish A., and Diehl A.M. Animal models of steatosis. Semin Liver Dis 2001;21:89-
104. 
 
Lanne B., et al. PPAR-α and PPAR-γ regulation of liver and adipose proteins in obese 
and dyslipidemic rodents. J Proteome Res 2006;5:1850-1859. 
 
Ledda-Columbano G.M., et al. In vivo hepatocyte proliferation is inducible through a 
TNF and IL-6-independent pathway. Oncogene 1998;17:1039-1044. 
 
Lee D.C., et al. Association of serum retinol binding protein 4 and insulin resistance in 
apparently healthy adolescents. Metabolism 2007;56:327-331. 
 
Lee Y.S., and Jeong W.I. Retinoic acids and hepatic stellate cells in liver disease. J 




Lehmann T.G., et al. Effects of three superoxide dismutase genes delivered with an 
adenovirus on graft function after transplantation of fatty livers in the rat. 
Transplantation 2003;76:28-37. 
 
Lemasters J.J., et al. Cell surface changes and enzyme release during hypoxia and 
reoxygenation in the isolated, perfused rat liver. J Cell Biol 1983;97:778-786. 
 
Lentsch A.B., et al. Inflammatory mechanisms and therapeutic strategies for warm 
hepatic ischemia/reperfusion injury. Hepatology 2000;32:169-173. 
 
Letteron P., et al. Acute and chronic hepatic steatosis lead to in vivo lipid peroxidation 
in mice. J Hepatol 1996;24:200-208. 
 
Li X., et al. Alleviation of ischemia-reperfusion injury in rat liver transplantation by 
induction of small interference RNA targeting Fas. Langenbecks Arch Surg 
2007;392:345-351.  
 
Link E.M. Enzymic pathways involved in cell response to H2O2. Free Radic Res 
Commun 1990;11:89-97. 
 
Llacuna L., et al. Critical role of acidic sphingomyelinase in murine hepatic ischemia-
reperfusion injury. Hepatology 2006;44:561-572. 
 
Luscinskas F.W., et al. Cytokine activated human endothelial monolayers support 
enhanced neutrophil transmigration via a mechanism involving both endothelial-
leukocyte adhesion molecule-1 and intercellular adhesion molecule-1. J Immunol 
1991;146:1617-1625. 
 
Makuuchi M., et al. Safety of hemihepatic vascular occlusion during resection of the 
liver. Surg Gynecol Obstet 1987;164:155-158.  
 
Makuuchi M., et al. Restrictive versus liberal blood transfusion policy for 




Malik R., et al. The role of non-parenchymal cells in liver growth. Semin Cell Dev Biol 
2002;13:425-431. 
 
Mallia A.K., et al. Metabolism of retinol-binding protein and vitamin A during 
hypervitaminosis A in the rat. J Lipid Res 1975;16:180-188. 
 
Man K., et al. Fat-derived hormone adiponectin combined with FTY720 significantly 
improves small-for-size fatty liver graft survival. Am J Transplant 2006;6:467-476. 
 
Marcos A., et al. Right lobe living donor liver transplantation. Transplantation 
1999;68(6):798-803. 
 
Marra F., and Bertolani C. Adipokines in liver diseases. Hepatology 2009;50:957-969. 
 
Massip-Salcedo M., et al. Activation of peroxisome proliferator-activated receptor-
alpha inhibits the injurious effects of adiponectin in rat steatotic liver undergoing 
ischemia-reperfusion. Hepatology 2008;47:461-472. 
 
Mavier P., et al. In vitro toxicity of hydrogen peroxide against normal vs. tumor rat 
hepatocytes: role of catalase and of the glutathione redox cycle. Hepatology 
1988;8:1673-1678. 
 
McClain C.J., et al. Alterations in zinc, vitamin A, and retinol-binding protein in 
chronic alcoholics: a possible mechanism for night blindness and hypogonadism. 
Alcohol Clin Exp Res 1979;3:135-141. 
 
McCord J.M. Oxygen-derived free radicals in postischemic tissue injury. N Engl J Med 
1985;312:159-163. 
 
Metzger J., et al. Oxidant stress during reperfusion of ischemic liver: no evidence for a 
role of xanthine oxidase. Hepatology 1988;8:580-584. 
 




Miyagawa S., et al. Serum Amylase elevation following hepatic resection in patients 
with chronic liver disease. Am J Surg 1996;171:235-238. 
 
Mody N., et al. Decreased clearance of serum retinolbinding protein and elevated levels 
of transthyretin in insulin-resistant ob/ob mice. Am J Physiol Endocrinol Metab 
2008;294:E785-E793. 
 
Moore K.W., et al. Interleukin-10. Annu Rev Immunol 1993;11:165-190. 
 
Nagao T., et al. Hepatic resection for hepatocellular carcinoma. Clinical features and 
long-term prognosis. Ann Surg 1987;205:33-40. 
 
Nagano T., et al. The immunocytochemical localization of tumour necrosis factor and 
leukotriene in the rat liver after treatment with lipopolysaccharide. Int J Exp Pathol 
1992;73:675-83. 
 
Nagorney D.M., et al. Primary hepatic malignancy: surgical management and 
determinants of survival. Surgery 1989;106:740-749. 
 
Nakano H., et al. The effects of N-acetylcysteine and anti-intercellular adhesion 
molecule-1monoclonal antibody against ischemia-reperfusion injury of the rat steatotic 
liver produced by a choline-methionine-deficient diet. Hepatology 1997;26:670-678. 
 
Nardo B., et al. Increased generation of reactive oxygen species in isolated rat fatty liver 
during postischemic reoxygenation. Transplantation 2001;71:1816–1820. 
 
Neschen S., et al. Contrasting effects of fish oil and safflower oil on hepatic 
peroxisomal and tissue lipid content. Am J Physiol 2002;282:E395-E401. 
 
Nieminen A.L., e al. Contribution of the mitochondrial permeability transition to lethal 





Nieminen A.L., e al. Mitochondrial permeability transition in hepatocytes induced by t-
BuOOH: NAD(P)H and reactive oxygen species. Am J Physiol 1997;272:C1286-
C1294. 
 
Nishizaki T., et al. Management of hepatic duct injury during hemihepatic vascular 
occlusion. Br J Surg 1996;83:185. 
 
Nobili V, et al. Retinol-binding protein 4: a promising circulating marker of liver 
damage in pediatric nonalcoholic fatty liver disease. Clin Gastroenterol 
Hepatol 2009;7:575-579.  
 
Ohkawa H., et al. Assay for lipid peroxides in animal tissues by thiobarbituric acid 
reaction. Anal Biochem 1979;95:351-358. 
 
Okaya T., and Lentsch A.B. Peroxisome proliferatoractivated receptor-α regulates 
postischemic liver injury.Am J Physiology 2004;286:G606-G612. 
 
Ost A., et al. Retinol-binding protein-4 attenuates insulininduced phosphorylation of 
IRS1 and ERK1/2 in primary human adipocytes. FASEB J 2007;21:3696-3704. 
 
Otte J.B., et al. Pediatric liver transplantation: from the full-size liver graft to reduced, 
split, and living related liver transplantation. Pediatr Surg Int 1998;13:308-318. 
 
Ozawa K., et al. An appraisal of pediatric liver transplantation from living relatives. 
Initial clinical experiences in 20 pediatric liver transplantations from living relatives as 
donors. Ann Surg 1992;216:547-553. 
 
Oliveros L.B., et al. Vitamin A deficiency modifies lipid metabolism in rat liver. Br J 
Nutr 2007;97:263-272. 
 
Palma-Vargas J.M., et al. Small-molecule selectin inhibitor protects against liver 





Pellish R.S., et al. Review article: RNA interference--potential therapeutic applications 
for the gastroenterologist. Aliment Pharmacol Ther 2008;27:715-723. 
 
Peralta C., et al. Ischemic preconditioning: a defense mechanism against the reactive 
oxygen species generated after hepatic ischemia reperfusion. Transplantation 2002;73: 
1203-1211. (2002a). 
 
Peralta C., et al. Hepatic ischemia and reperfusion injury: Effects on the liver sinusoidal 
milieu. J Hepatol 2013;59:1094:1106 
 
Ploeg R.J., et al. Risk factors for primary dysfunction after liver transplantation--a 
multivariate analysis. Transplantation 1993;55:807-813. 
 
Pocock G., and Richards C.D. La base de la medicina. Fisiología Humana. 2002. 
 
Portugal V., et al. Effect of allopurinol, folinic acid, SOD and cyclosporine A on 
ischemic liver regeneration. Eur Surg Res 1995;27:69-76. 
 
Pringle J.H. Notes on the Arrest of Hepatic Hemorrhage Due to Trauma. Ann Surg 
1908;48:541-549. 
 
Quadro L., et al. Understanding the physiological role of retinol-binding protein in 
vitamin A metabolism using transgenic and knockout mouse models. Mol Aspects Med 
2003;24:421-430. 
 
Ramalho F.S., et al. Are angiotensin II receptor antagonists useful strategies in steatotic 
and nonsteatotic livers in conditions of partial hepatectomy under ischemia-reperfusion? 
J Pharmacol Exp Ther 2009;329:130-140. 
 
Rao J., et al. All-trans retinoic acid alleviates hepatic ischemia/reperfusion injury by 




Rao J., et al. All-trans retinoic acid preconditioning protects against liver ischemia/ 
reperfusion injury by inhibiting the nuclear factor kappa B signaling pathway. J Surg 
Res 2013;180:e99-e106.  
 
Reilly P.M., et al. Pharmacologic approach to tissue injury mediated by free radicals 
and other reactive oxygen metabolites. Am J Surg 1991;161:488-503. 
 
Ricci C., et al. Noninvasive in vivo quantitative assessment of fat content in human 
liver. J Hepatol 1997;27:108-113. 
 
Ronne H., et al. Ligand-dependent regulation of intracellular protein transport: effect of 
vitamin a on the secretion of the retinol-binding protein. J Cell Biol 1983;96: 907-10. 
 
Rosales F.J., et al. Effects of acute inflammation on plasma retinol, retinol binding 
protein, and its mRNA in the liver and kidneys of vitamin A-sufficient rats. J Lipid Res 
1996;37:962-971. 
 
Rosales F.J., and Ross A.C. Acute inflammation induces hyporetinemia and modifies 
the plasma and tissue response to vitamin A supplementation in marginally vitamin A-
deficient rats. J Nutr 1998;128:960-966. 
 
Russell W.E., et al. Type beta transforming growth factor reversibly inhibits the early 
proliferative response to partial hepatectomy in the rat. Proc Natl Acad Sci USA 
1998;85:5126-30. 
 
Sass G., et al. TNF pretreatment interferes with mitochondrial apoptosis in the mouse 
liver by A20-mediated down-regulation of Bax. J Immunol 2007;179:7042-7049. 
 
Sato M., and Lieber C.S. Changes in vitamin A status after acute ethanol administration 
in the rat. J Nutr 1982;112:1188-1196. 
 
Sauer IM, Pascher A, Steinmuller T, Settmacher U, Muller AR, Bechstein WO, 
Neuhaus P. Split liver and living donation liver transplantation: the Berlin experience. 




Sauvant P., et al. Retinol mobilization from cultured rat hepatic stellate cells does not 
require retinol binding protein synthesis and secretion. Int J Biochem Cell Biol 
2001;33:1000-1012. 
 
Seifalian A.M., et al. In vivo demonstration of impaired microcirculation in steatotic 
human livergrafts. Liver Transpl Surg 1998;4:71-77. 
 
Selzner M., et al. Mechanisms of ischemic injury are different in the steatotic and 
normal rat liver. Hepatology 2000;32:1280-1288. 
 
Selzner M., and Clavien P.A. Fatty liver in liver transplantation and surgery. Semin 
Liver Dis 2001;21:105-113. 
 
Selzner N., et al. Ischemic preconditioning protects the steatotic mouse liver against 
reperfusion injury: an ATP dependent mechanism. J Hepatology 2003;39:55. 
 
Serracino-Inglott F., et al. Hepatic ischemia-reperfusion injury. Am J Surg 
2001;181:160-166. 
 
Seo J.A., et al. Serum retinol-binding protein 4 levels are elevated in non-alcoholic fatty 
liver disease. Clin Endocrinol (Oxf) 2008;68:555-560. 
 
Serafin A., et al. Ischemic preconditioning increases the tolerance of fatty liver to 
hepatic ischemia-reperfusion injury in the rat. Am J Pathol 2002;161:587–601. 
 
Serracino-Inglott F., et al. Hepatic ischemia-reperfusion injury. Am J Surg 
2001;181:160-166. 
 
Sherlok S., et al. Diseases of the liver and biliary system. 11th edition. Blackwell 
Publishing Editorial, Oxford, 2002. 
 
Shmarakov I.O., et al. Hepatic retinoid stores are required for normal liver regeneration. 




Smith F.R., and Goodman D.S. The effects of diseases of the liver, thyroid, and kidneys 
on the transport of vitamin A in human plasma. J Clin Invest 1971;50:2426-2436. 
 
Smith J.C. Jr., et al. Letter: Plasma vitamin A and zinc concentration in patients with 
alcoholic cirrhosis. Lancet 1975;1:1251-1252. 
 
Soltys K., et al. Oxidative stress in fatty livers of obese Zucker rats: rapid amelioration 
and improved tolerance to warm ischemia with tocopherol. Hepatology 2001;34:13–8. 
 
Soprano D.R., et al. Effect of retinol status on retinol-binding protein biosynthesis rate 
and translatable messenger RNA level in rat liver. J Biol Chem 1982;257:7693-7697. 
 
Stirpe F., and Della Corte E. The regulation of rat liver xanthine oxidase. Conversion in 
vitro of the enzyme activity from dehydrogenase (type D) to oxidase (type O). J Biol 
Chem 1969;244:3855-3863. 
 
Suzuki S., and Toledo-Pereyra L.H. Monoclonal antibody to intercellular adhesion 
molecule 1 as an effective protection for liver ischemia and reperfusion injury. 
Transplant Proc 1993;25:3325-3327. 
  
Sun C.K., et al. Effect of ischemia-reperfusion injury on the microcirculation of the 
steatotic liver of the Zucker rat. Transplantation 2001;72:1625-1631. 
 
Takitani K., et al. Altered expression of both b-carotene 15,150 monooxygenase and 
lecithin:retinol acyltransferase in obese Zucker rats. J Nutr Sci Vitaminol (Tokyo) 
2011;57:108-113. 
 
Tan Y., et al. Suppression of retinol-binding protein 4 with RNA oligonucleotide 
prevents high-fat diet-induced metabolic syndrome and non-alcoholic fatty liver disease 
in mice. Biochimica et Biophysica Acta 2011;1045-1053. 
 
Tanaka K., et al. Surgical techniques and innovations in living related liver 




Taub, R. Liver regeneration: from myth to mechanism. Nat Rev Mol Cell Biol 
2004;5:836-847. 
 
Teoh N.C., Farrell G.C. Hepatic ischemia reperfusion injury: pathogenic mechanisms 
and basis for hepatoprotection. J Gastroenterol Hepatol 2003;18:891-902. 
 
Teramoto K., et al. Hepatic microcirculatory changes after reperfusion in fatty and 
normal liver transplantation in the rat. Transplantation 1993;56:1076-1082. (1993b). 
 
Teramoto K., et al. A rat fatty liver transplant model. Transplantation 1993;55:737-741. 
(1993a). 
 
Tuitoek P.J., et al. Streptozotocininduced diabetes lowers retinol-binding protein and 
transthyretin concentrations in rats. Br J Nutr 1996;76:891-897. 
 
Uchiyama H., et al. Effects of deletion variant of hepatocyte growth factor on reduced-
size liver transplantation in rats. Transplantation 1999;68:39-44. 
 
Veteläinen R., et al. Steatosis as a risk factor in liver surgery. Ann Surg 2007;245:20-
30. 
 
Vollmar B., et al. Leukocytes contribute to hepatic ischemia/reperfusion injury via 
intercellular adhesion molecule-1-mediated venular adherence. Surgery 1995;117:195-
200. 
 
Wagnerberger S., et al. Saturation of retinol-binding protein correlates closely to the 
severity of alcohol-induced liver disease. Alcohol 2006;38:37-43. 
 
Weiss S.J. Tissue destruction by neutrophils. N Engl J Med 1989;320:365-376. 
 
Wu H., et al. Serum retinol binding protein 4 and nonalcoholic fatty liver disease in 




Xu S.Q., et al. Effects of Wy14643 on hepatic ischemia reperfusion injury in rats. 
World J Gastroenterology 2008;14:6936-6942. 
 
Yamada S., et al. Alcoholic fatty liver differentially induces a neutrophil-chemokine and 
hepatic necrosis after ischemia-reperfusion in rat. Hepatology 2000;32:278-288. 
 
Yamada Y., et al. Initiation of liver growth by tumor necrosis factor: deficient liver 
regeneration in mice lacking type I tumor necrosis factor receptor. Proc Natl Acad Sci 
USA 1997;94:1441-1446. 
 
Yanaga K., et al. Alternate hemihepatic vascular control technique for hepatic resection. 
Am J Surg 1993;165:365-366. 
 
Yanagitani A., et al. Retinoic Acid Receptor-α Dominant Negative Form Causes 
Steatohepatitis and Liver Tumors in Transgenic Mice. Hepatology 2004;40:366-375.  
 
Yang Q., et al. Serum retinol binding protein 4 contributes to insulin resistance in 
obesity and type 2 diabetes. Nature 2005;436:356-362. 
 
Yao-Borengasser A., et al. Retinol binding protein 4 expression in humans: relationship 
to insulin resistance, inflammation, and response to pioglitazone. J Clin Endocrinol 
Metab 2007;92:2590-2597. 
 
Zhou W., et al. Inflammation and platelet-activating factor production during hepatic 


















































En este primer anexo se especifican y adjuntan los artículos que forman parte de la 
presente Tesis: 
1. Elias-Miró M*, Massip-Salcedo M*, Raila J, Schweigert F, Mendes-Braz M, 
Ramalho F, Jiménez-Castro MB, Casillas-Ramírez A, Bermudo R, Rimola A, 
Rodes J, Peralta C. Retinol binding protein 4 and retinol in rat steatotic and non-
steatotic livers in partial hepatectomy under ischemia-reperfusion. Liver Transpl 
2012 Oct;18(10):1198-208. *Ambos autores contribuyeron igualmente al 
artículo. 
 
2. Elias-Miró M*, Massip-Salcedo M*, Raila J, Schweigert F, Mendes-Braz M, 
Ramalho F, Jiménez-Castro MB, Casillas-Ramírez A, Bermudo R, Rimola A, 
Rodes J, Peralta C. The beneficial effects of Retinol in steatotic livers 
undergoing liver surgery are mediated by PPAR-γ. Contribución al congreso 
EASL del 2013. (Amsterdam, Holanda). (Artículo en preparación) *Ambos 
autores contribuyeron igualmente al artículo. 
 
3. Elias-Miró M, Massip-Salcedo M, Jiménez-Castro M, Peralta C. Does 
adiponectin benefit steatotic liver transplantation? Liver Transpl 2011 
Sep;17(9):993-1004. 
 
4. Elias-Miró M, Jiménez-Castro MB, Mendes-Braz M, Casillas-Ramírez A, 
Peralta C. The Current Knowledge of the Role of PPAR in Hepatic Ischemia-
Reperfusion Injury. PPAR Research 2012;2012;802384. 
 
5. Elias-Miró M, Jiménez-Castro MB, Peralta C. The current knowledge of the 
oxidative stress in hepatic ischemia-reperfusion. Free Radical research. 
2013;47(8):555-568. 
 
6. Elias-Miró M*, Jiménez-Castro MB*, Peralta C. Ischemia-Reperfusion Injury 
Associated with Liver Transplantation in 2011: Past and Future. Capítulo del 
libro: Liver transplantation - Basic issues. InTech, ISBN: 978-953-51-0016-4. 





7. Elias-Miró M, Jiménez-Castro MB, Peralta C. The role of adenosine 
triphosphate in marginal and normal liver grafts undergoing transplantation. 
NOVA Science Publishers 2012, ISBN: 978-1-62417-891-7 Adenosine 
























































































































































































































































































































































































































































































































































































A continuación también se especifican otros artículos en los que he participado pero que 
no forman parte de la presente tesis: 
1. Jiménez-Castro MB, Casillas-Ramirez A, Massip-Salcedo M, Elias-Miró M, 
Serafin A, Rimola A, Rodés J, Peralta C. Cyclic adenosine 3',5'-monophosphate 
in rat steatotic liver transplantation. Liver Transpl. 2011 Sep;17(9):1099-110. 
 
2. Mendes-Braz M, Elias-Miró M, Jiménez-Castro MB, Casillas-Ramırez A, 
Ramalho FS, Peralta C. The Current State of Knowledge of Hepatic Ischemia-
Reperfusion Injury Based on Its Study in Experimental Models. J Biomed 
Biotechnol. 2012;2012:298657. 
 
3. Casillas-Ramírez A*, Elias-Miró M*, Jiménez-Castro MB, Massip-Salcedo M, 
Rimola A, Rodés J, Peralta C. AICAR and Trimetazidine in University of 
Wisconsin Solution are Effective to Increase Survival in Recipients 
Transplanted with Steatotic Livers. Immuno-Gastroenterology 1:1;58-68 
doi:10.7178/ig.1.1.11. *Ambos autores contribuyeron igualmente al artículo. 
 
4. Jiménez-Castro MB*, Elias-Miró M*, Peralta C. Experimental Models in Liver 
Surgery. InTech 2012, ISBN: 980-953-307-614-5. HEPATIC SURGERY 
(Book). *Ambos autores contribuyeron igualmente al artículo. 
 
5. Jiménez-Castro MB, Elias-Miró M, Mendes-Braz M, Lemoine A, Rimola A, 
Rodés J, Casillas-Ramírez A, Peralta C. Tauroursodeoxycholic Acid Affects 
PPARγ and TLR4 in Steatotic Liver Transplantation. Am J Transplant. 2012 Sep 
20. 
 
6. Jiménez-Castro MB, Elias-Miró M, Peralta C. Neurological complications in 
liver transplantation. NOVA Science Publishers 2013, ISBN: 978-1-62808-507-
5. Liver Failure: Etiologies, Neurological Complications and Emerging 
Therapies. 
 
7. Jiménez-Castro MB, Elias-Miró M, Peralta C. Expanding the donor pool in 
liver transplantation: Influence of ischemia-reperfusion. NOVA Science 
Anexo 284 
 
Publishers 2012. Organ donation and Organ Donors: Issues, changes and 
perspectives. 
 
8. Jiménez-Castro M, Casillas-Ramírez A, Massip-Salcedo M, Gracia-Sancho J, 
Elias-Miró M, Rodés J, Peralta C. Adiponectin and Resistin Protect Steatotic 
Livers Undergoing Transplantation. Journal of Hepatology, December 2013 (In 
Press). 
 
9. Elias-Miró M*, Mendes-Braz M*, Jiménez-Castro MB, Gracia-Sancho J, 
Massip-Salcedo M, Rodés J, Peralta C. Resistin and Visfatin in Steatotic and 
Nonsteatotic Livers in the Setting of Partial Hepatectomy Under Ischemia-
Reperfusion. Journal of Hepatology, January 2014 (In Press). *Ambos autores 
contribuyeron igualmente al artículo. 
 
10. Mendes-Braz M*, Elias-Miró M*, Kleuser B, Fayyaz S, Jiménez-CastroMB, 
Massip-Salcedo M, Gracia-Sancho J, Rodes J, Peralta C. the effects of glucose 
and lipids in steatotic and non-steatotic livers in conditions of parcial 
hepatectomy under ischemia-reperfusion. Liver International January 2014 (In 
Press). *Ambos autores contribuyeron igualmente al artículo. 
Anexo 285 
 
 
 
Anexo 286 
 
 
 
 
 
 
Anexo 287 
 
 
 
 
 
Anexo 288 
 
 
 
 
Anexo 289 
 
 
 
 
Anexo 290 
 
 
 
 
 
Anexo 291 
 
 
 
Anexo 292 
 
 
 
Anexo 293 
 
 
Anexo 294 
 
 
 
Anexo 295 
 
 
 
Anexo 296 
 
 
 
 
 
 
